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3ABSTRAKT
Interakce mezi hyaluronanem a kationaktivním Cetrimidem byly studovány pomocí 
fluorescenční spektrometrie a turbidimetrie v prostředí modelového fyziologického roztoku 
(0,15 M NaCl) a ve vodě. Výsledky měření ve vodě ukázaly silné elektrostatické interakce 
v oblasti před CMC tenzidu, které ale byly v přítomnosti soli vlivem vysoké iontové síly 
potlačeny. Chování Cetrimidu v přítomnosti hyaluronanu bylo porovnáno s chováním čistého 
TTAB ve stejném systému. Bylo zjištěno, že změny v systému Cetrimid-HA nastávají vždy 
při nižších koncentracích tenzidu, než je tomu u systému TTAB-HA, což bylo způsobeno 
příměsí malého množství CTAB v Cetrimidu.
ABSTRACT
Interactions between hyaluronan and cationic Cetrimide were studied using fluorescence
spectroscopy and turbidimetry in model physiological solution (0,15 M NaCl) and water.
Results obtained in water showed strong electrostatic interactions before reaching CMC of the 
surfactant, which were screened in presence of salt due to high ionic strenght of the solution.
Behavior of Cetrimide-hyaluronan systems was compared with the pure TTAB in equivalent 
system. It was found, that changes in Cetrimide-HA system occure at lower concentrations of 
the surfactant than in TTAB-HA system. This was probably caused by presence of small 
amount of CTAB in Cetrimide.
KLÍČOVÁ SLOVA
hyaluronan, Cetrimid, fluorescenční spektroskopie, turbidimetrie, komplexy 
hyaluronan-tenzid
KEYWORDS
hyaluronan, Cetrimide, fluorescence spectroscopy, turbidimetry, hyaluronan-surfactant 
complexes.
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71 ÚVOD
Kyselina hyaluronová byla objevena před téměř 80 lety a uplatnění již našla v mnoha 
medicínských i kosmetických aplikacích. Potenciál jejího využití však sahá výrazně dál.
Systémový účinek léčiv používaných v boji proti rakovině je jedním z hlavních problémů 
léčby tohoto onemocnění, kdy se efekt léčiva negativně projeví na celém organismu pacienta 
a ne jen na postiženém místě. Kyselina hyaluronová by se díky své afinitě k receptorům CD44 
a RHAMM vyskytujících se na rakovinných buňkách mohla stát klíčem otevírajícím cestu 
k cílené distribuci léčiv v lidském organismu. Unikátní kombinace jejích vlastností (je 
biokompatibilní, neimunogenní, není cytotoxická) z ní činí ideálního kandidáta pro nosičové
systémy. Vzhledem ke své silně hydrofobní povaze na sebe ovšem nemůže přímo vázat 
léčiva, která jsou obvykle hydrofobního charakteru. Je tedy nutné vymyslet způsob, jak spojit 
hydrofilní hyaluronan a hydrofobní léčiva do jedné částice, která bude mít vhodnou velikost, 
dobrou stabilitu v krevním řečišti a bude schopná uvolňovat léčivo v potřebné oblasti.
Látkami schopnými interakcí jak s hydrofilními, tak hydrofobními látkami jsou povrchově 
aktivní látky – neboli tenzidy – velmi dobře známé pro své detergenční účinky. Tyto účinky 
jsou umožněny díky schopnosti tenzidů vytvářet ve vodném prostředí při určité koncentraci 
micely s hydrofobními jádry skládající se z mnoha molekul tenzidu. Struktura obsahující jak 
hydrofobní doménu, tak vnější hydrofilní skupiny by se mohla stát „mostem“ spojujícím 
hyaluronan s hydrofobním léčivem, kde by léčivo bylo uzavřeno v jádře micely a řetězce 
hyaluronanu by celou takovou částici pokryly.
Cílem této práce je poskytnout základní informace o interakcích mezi kationaktivním 
Cetrimidem a hyaluronanem a rozšířit tak znalosti tvorby ionokomplexů tenzid-HA.
82 TEORETICKÁ ČÁST
2.1 Kyselina hyaluronová
Kyselina hyaluronová (HA) je vysokomolekulární lineární biopolysacharid plnící důležité 
biologické funkce v tělech živočichů – bakteriemi počínaje a člověkem konče. Mezi 
charakteristické vlastnosti HA patří její schopnost vázat vodu, čímž napomáhá dobré 
pohyblivosti svalů a kloubů. Ve stáří tato schopnost klesá, což je způsobeno depolymerací 
kyseliny hyaluronové.
Přirozeně je syntetizována třídou integrálních membránových proteinů zvaných hyaluronan 
syntázy a degradována skupinou enzymů známou jako hyaluronidázy. [1,2]
2.1.1 Historie
Kyselina hyaluronová byla poprvé izolována v roce 1934 dvojicí Karl Meyer a John Palmer 
ze sklivce oka skotu. Získali velmi hygroskopickou látku, jejíž sůl byla dobře rozpustná ve 
vodě a tvořila velmi viskózní roztoky. [3] Jméno odvodili z řeckého hyalos (sklo) a jedné ze 
dvou monosacharidových jednotek, jíž je molekula tvořena – uronové kyseliny. Po osmi 
letech byla HA poprvé použita v komerčním produktu, když jí Endre Balasz nahradil vaječný 
bílek v pekařských produktech. Na konci 50. let 20. století byl hyaluronan poprvé využit 
v medicíně, konkrétně v očním lékařství jako náhrada sklivce. [4]
V počátcích byla HA získávána z lidské pupeční šňůry a později z kohoutích hřebínků 
ve velmi čisté, vysokomolekulární podobě. V současné době se nejvíce uplatňuje výroba 
mikrobiální fermentací. [1,4]
2.1.2 Struktura, vlastnosti, využití
2.1.2.1 Struktura, fyzikální a chemické vlastnosti
Základní chemická struktura byla objasněna Karlem Meyerem v 50. letech minulého 
století. Základní monomerní jednotku tvoří disacharid vzniklý spojením kyseliny 
D-glukuronové a N-acetyl-D-glukosaminu. Vazbu mezi nimi tvoří alternující β-1,4 a β-1,3 
glykosidická vazba. Energetická stabilita disacharidové jednotky je dána výhodným sterickým 
uspořádáním – objemné skupiny jsou umístěny v ekvatoriální rovině, zatímco malé vodíky 
jsou v energeticky méně výhodné axiální rovině. Axiální vodíky tvoří nepolární, relativně 
hydrofobní část, zatímco ekvatoriální boční řetězce tvoří polární, hydrofilní část. [1]
Obr. 1: Primární struktura kyseliny hyaluronové
9Počet disacharidových jednotek opakujících se v molekule HA může dosáhnout až 10 000. 
Při přibližné hmotnosti 400 Da připadající na jednu jednotku dostáváme možnou hmotnost až 
4 miliony Da. [4]
S vodou tvoří (zejména při vyšších koncentracích) gelovitý roztok. V roztoku může 
hyaluronan vytvářet sítě vzniklé interakcí v rámci jedné molekuly nebo více molekul 
navzájem. Tyto sítě vykazují jiný charakter než samostatné, nepropletené molekuly 
hyaluronanu – dokážou odolat krátkodobému silnému proudu kapaliny a vykazují tak 
elastické vlastnosti. Dlouhodobý slabší proud ovšem dokáže molekuly od sebe oddělit, což 
jim umožní větší pohyb a projeví se jejich viskozita. Tyto vlastnosti jsou souhrnně nazývány 
viskoelasticita. [4]
2.1.2.2 Výskyt a význam v organismu
Při pH lidského těla se kyselina hyaluronová vyskytuje ve formě sodné soli. V organismu 
zvyšuje HA viskoelasticitu očního sklivce a synoviální tekutiny v kloubech, reguluje 
hydrataci tkání, a je součástí proteoglykanů v extracelulární matrix. Nezanedbatelné množství 
HA lze nalézt také v plicích, ledvinách, mozku a svalové tkáni. Uplatňuje se při dělení buněk, 
ale také při vývoji nádorů a metastáz a při zánětech. [1]
2.1.2.3 Využití
Vhodná konzistence a dobrá snášenlivost kyseliny hyaluronové umožňují její využití 
v kosmetických produktech, kde plní úlohu hydratační složky. V medicíně je zase žádaným 
doplňkem pří léčbě artritidy, při oftalmologických zákrocích (operace šedého zákalu) a při 
léčení chirurgických ran. Zpravidla se kyselina hyaluronová využívá ve formě své sodné soli. 
V neposlední řadě je nyní intenzivně studována možnost využití HA jako nosiče pro cílenou 
distribuci léčiv při boji proti rakovině. [1]
2.2 Tenzidy
2.2.1 Charakteristika
Tenzidy jsou látky, které snižují povrchové napětí kapalin a tím usnadňují smáčení
povrchu. Podstatou povrchové aktivity je molekulární struktura tenzidu, složená z polárně 
rozdílných částí. Hydrofilní hlava je orientována směrem k molekulám vody a hydrofobní 
chvost směrem k nepolární části smáčeného povrchu. Tím dochází ke snížení povrchového 
napětí. Ve směsi dvou nemísitelných kapalin se tenzidy akumulují na mezifázovém rozhraní, 
kde ovlivňují vlastnosti tohoto rozhraní. Podle charakteru hydrofilní části se tenzidy rozdělují 
na anionaktivní, kationaktivní a neionogenní. [5, 6]
2.2.1.1 Neionogenní tenzidy
Neionogenní tenzidy obsahují polární aminoskupiny, etherické a hydroxylové skupiny 
spojené s polyglykolethery, které tvoří s molekulami vody vodíkové můstky, což umožňuje 
rozpustnost těchto látek ve vodě. Ve vodném roztoku však nedisociují na ionty. [5, 6]
2.2.1.2 Anionaktivní tenzidy
Při neutrálním až alkalickém pH se ve vodném roztoku vyskytují ve formě povrchově 
aktivních aniontů. Ionizovanou částí molekuly (hydrofilní hlavou) nejčastěji bývá karboxylát, 
sulfát, sulfonát nebo fosfát. [6]
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2.2.1.3 Kationaktivní tenzidy
Ve vodném roztoku disociují a vytváří kladný náboj. U velké skupiny kationaktivních
tenzidů je kationtem kvartérní amoniový dusík, jedná se tedy o kvartérní amoniové soli (často 
chloridy, bromidy nebo methosulfáty). [6, 7]
2.2.2 Struktura
Molekuly povrchově aktivních látek (PAL) se skládají ze dvou částí – skupiny s velkou 
afinitou k rozpouštědlu zajišťující dobrou rozpustnost (lyofilní část) a skupiny v tomto 
prostředí nerozpustné (lyofobní část). Ve vodném prostředí tvoří hydrofilní část tenzidu 
skupiny rozličného charakteru (viz výše), hydrofobní část molekuly pak sestává nejčastěji 
z dostatečně dlouhých uhlovodíkových řetězců. [6, 8]
Obr. 2: Struktura molekuly tenzidu (ve vodném prostředí)
2.2.3 Agregace
Amfifilní struktura tenzidů umožňuje při dostatečné koncentraci tenzidu v roztoku vznik 
koloidních asociátů – micel. Rozdílná afinita polární hlavy a nepolárního ocasu PAL 
k rozpouštědlu způsobí, že se molekuly tenzidu uspořádají do výhodných tvarů, kdy se 
nepolární části natočí k sobě, formují jádro micely, a polární části utvoří její vnější povrch. 
Toto uspořádání vzniká v polárním prostředí, v nepolárním dojde k utvoření tzv. obrácených 
micel, kdy polární hlavy směřují dovnitř a nepolární uhlovodíkové řetězce ven.
Obr. 3: Uspořádání micel v závislosti na prostředí, ve kterém se nachází
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2.2.3.1 Kritická micelární koncentrace
Kritická micelární koncentrace (CMC) je nejvyšší možná koncentrace, při níž se daná PAL 
ještě vyskytuje ve formě unimerních molekul a tvoří pravý roztok, nad touto hranicí začínají 
vznikat micely. CMC se zpravidla pohybuje v rozmezí 10-5 až 10-3 mol·dm-3. [8]
Při koncentracích nad CMC dochází ke změnám řady fyzikálně-chemických vlastností, jako 
například molární vodivosti, optických vlastností (např. turbidity) nebo povrchového napětí.
Hodnotu CMC ovlivňuje délka a rozvětvenost uhlovodíkového řetězce – CMC klesá 
s rostoucím počtem uhlíků a naopak stoupá u látek s rozvětveným řetězcem. Vliv hydrofilní 
skupiny je dán zejména jejím nábojem. Při stejné délce uhlovodíkového řetězce je CMC 
neionogenních PAL nižší než ionogenních.
Jednoduché anorganické elektrolyty snižují hodnotu CMC přímo úměrně se stoupající 
koncentrací a s mocenstvím opačně nabitého iontu. [8]
2.2.3.2 Tvary micel
Hartleyovy micely kulovitého tvaru vznikají ve zředěných vodných roztocích. 
Uhlovodíkové řetězce jsou navzájem propleteny a směřují dovnitř kulovitého agregátu,
zatímco polární skupiny jsou orientovány ven. Poloměr takového uskupení je přibližně roven 
délce molekuly tenzidu. Asociační číslo (označující počet molekul tvořících jednu micelu) se 
u Hartleyových micel pohybuje mezi 50 až 150. V koncentrovanějších roztocích se zvětšuje 
rozměr micel a uhlovodíkové řetězce se v nich stále více orientují rovnoběžně. Kulovité 
micely se mění ve válcovité. S dále rostoucí koncentrací se tvoří laminární (McBainovy) 
micely vytvářející destičky s horní i dolní plochou složenou z polárních hlav a středem 
vzniklým propletením nepolárních řetězců. Laminární micely se ukládají v rovnoběžných 
vrstvách, jejichž rozhraní tvoří hydratované polární skupiny PAL. Toto uspořádání umožní 
koncentrovaným roztokům přecházet v gel. [8]
Obr. 4: Možné tvary micel: a) Hartleyova micela, b) válcovité micely, c) McBainova 
micela [8]
2.2.4 Cetrimid
Hlavní složkou tohoto komerčně dostupného kationaktivního tenzidu je 
tetradecyltrimethylamonium bromid (TTAB). Cetrimid dále může obsahovat malé množství
dodecyl- nebo cetyltrimethylamonium bromidu (CTAB). [9]
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Obr. 5: Rozdíl ve struktuře TTAB a CTAB
2.3 Fluorescenční spektrometrie
2.3.1 Luminiscence
Luminiscence je emise světla látkou, jejíž elektrony byly excitovány ze základní 
energetické hladiny S0 do některé z vyšších energetických hladin, případně podhladin.
Pomocí luminiscence uvolňují tyto excitované elektrony přebytečnou energii a vrací se zpátky 
do základního stavu. Elektrony látky mohou být excitovány různými způsoby, pak mluvíme o 
chemiluminiscenci (chemická excitace), termoluminiscenci (excitace teplem), 
sonoluminiscenci (excitace zvukem), mechanoluminiscenci (excitace mechanickou energií)
nebo, což je nejčastější případ, fotoluminiscenci (excitace zářením). Fotoluminiscence se dále 
dělí podle povahy excitovaného stavu na fluorescenci a fosforescenci. [10]
Po absorpci kvanta záření (UV, VIS nebo NIR) dojde k přechodu elektronů molekuly 
ze základního (S0) do excitovaného stavu (S1, S2 až Sn), přičemž absorbovaná energie musí 
právě odpovídat energetickému rozdílu výchozího a výsledného stavu. V atomech nastává 
přesun elektronu z valenčního orbitalu do prázdného orbitalu s vyšší energií, v molekulách se 
uskutečňuje excitace elektronu z nejvyššího obsazeného molekulového orbitalu (HOMO) do 
nejnižšího neobsazeného molekulového orbitalu (LUMO). 
Pravděpodobnost absorpce fotonu látkou je dána jejím molárním absorpčním koeficientem 
ε [M-1·cm-1] definovaným pomocí Lambert-Beerova zákona [11]
clA  (1)
2.3.2 Deaktivační procesy
Celková energie určitého stavu molekuly může být vyjádřena součtem energie elektronu 
Eel, vibrační energie Evib a rotační energie Erot. Vibrační energie odpovídá frekvencím 
infračerveného záření a rotační energie mikrovlnným frekvencím. Energie (nebo její část), 
kterou elektron získal při excitaci, může být zpět uvolněna různými deaktivačními procesy.
Excitaci elektronů a deaktivační procesy znázorňuje Jablońskiho diagram (Obrázek 6).
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Obr. 6: Jablońskiho diagram – znázorňuje základní a dvě excitované singletové 
elektronové hladiny S0, S1 a S2 a jednu tripletovou excitovanou hladinu T1. Na každé z těchto 
elektronových hladin mohou elektrony fluoroforu existovat na množství vibračních podhladin.
2.3.3 Nezářivé přechody
2.3.3.1 Vibrační relaxace
Po absorpci kvanta záření je elektron obvykle excitován na jednu z vibračních podhladin 
excitovaného stavu. Následuje rychlý přechod na nejnižší vibrační podhladinu excitované 
hladiny S1. Vzhledem k velmi malým energetickým rozdílům mezi jednotlivými vibračními 
podhladinami dojde k uvolnění energie ve formě IČ záření (tepla).
2.3.3.2 Vnitřní konverze
Může nastat v případě, že se vibrační podhladiny excitovaného stavu S1 překrývají 
s vibračními podhladinami základního stavu S0. Blízkost vibračních podhladin jednotlivých 
stavů tak umožní elektronu přecházet mezi nimi bez nutnosti uvolňovat energii zářením.
Pomocí vnitřní konverze a následné vibrační relaxace se tak elektron může z excitovaného 
stavu S1 nezářivě vrátit zpět do základního stavu S0.
2.3.3.3 Mezisystémový přechod
Uplatňuje se, jestliže u jednoho z elektronů nastane změna jeho spinu z + ½ na – ½ nebo 
naopak. Elektron tak přechází ze singletového stavu S1 do stavu tripletového T1 o nižší 
energii. Samotný mezisystémový přechod je děj izoenergetický, k uvolnění energie dochází 
až při následné vibrační relaxaci (viz Obrázek 6). [11]
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2.3.4 Zářivé přechody
2.3.4.1 Fluorescence
Návrat z excitovaného do základního energetického stavu S1 → S0 za uvolnění přebytečné 
energie ve formě záření se nazývá fluorescence a typicky se vyskytuje u aromatických 
uhlovodíků. Doba života fluorescence je obecně kolem 10-8 s.
Fluorescenční spektra – výstupem fluorescenčního měření bývá obvykle emisní spektrum, 
tedy závislost intenzity fluorescence na vlnové délce. Fluorescenční spektrum každého 
fluoroforu je unikátní a je charakterizováno píky o určitých vlnových délkách. Samotný tvar 
spektra je výsledkem existence množství vibračních podhladin, na nichž mohou elektrony 
existovat. Z Jablońskiho diagramu (Obrázek 6) je patrné, že energetický rozdíl, který je nutno
překonat při excitaci elektronů je větší, než energetický rozdíl při emisi. Fluorescenční 
spektrum je tudíž posunuto směrem k vyšším vlnovým délkám (jinými slovy emitované 
záření má menší energii) oproti absorpčnímu záření. Rozdíl mezi maximy absorpčního a 
emisního pásu je znám jako Stokesův posun.
Z Vavilovova zákona vyplývá, že emisní spektra jsou nezávislá na vlnové délce excitace. 
Obvykle se ale pro excitaci volí taková vlnová délka, jíž přísluší maximum absorpce 
fluoroforu. [12]
Intenzita fluorescence je úměrná intenzitě absorpce násobené kvantovým výtěžkem 
fluorescence, který je definován jako poměr počtu světelných kvant emitovaných k počtu 
světelných kvant absorbovaných fluoroforem za sekundu. Vnitřní filtrační efekty
detekovanou intenzitu fluorescence snižují. Vnitřní filtrační efekt prvního druhu se projevuje
zejména u koncentrovanějších roztoků, ve kterých dojde k absorpci budícího záření 
povrchovými vrstvami vzorku, a vzdálenější vrstvy vzorku jsou excitovány zářením o nižší 
intenzitě, což se následně negativně projeví i na intenzitě fluorescence. Při vnitřním filtračním
efektu druhého druhu dochází k reabsorpci fotonů fluorofory, čímž dojde k jejich excitaci a 
následné emisi záření do různých směrů.
Excimerová fluorescence se uplatňuje, jestliže molekuly fluoreskující látky začnou tvořit 
komplexy s jinými molekulami tohoto fluoroforu (excimer je zkratka pro excitovaný dimer). 
Emisní pás excimerové fluorescence je posunut k větším vlnovým délkám ve srovnání 
s fluorescencí izolovaných molekul. Typickým fluoroforem schopným excimerové 
fluorescence je pyren, u něhož při nižších koncentracích převažuje fluorescence monomeru, 
ovšem se zvyšující se koncentrací se začne výrazněji projevovat fluorescence excimeru 
pozorovaná při vlnové délce 470 nm.
Zhášení fluorescence je proces snižování intenzity fluorescence, přičemž emisní spektrum 
zůstane zachováno. Při srážkovém zhášení dojde ke kolizi excitované molekuly fluoroforu se 
zhášečem a k následné deaktivaci fluoroforu. Statické zhášení nastává v případě, že fluorofor 
vytvoří se zhášečem nefluoreskující komplex. Jako zhášeč se může chovat celá řada molekul, 
často kyslík, halogeny nebo aminy. Při vysokých koncentracích fluoroforu může nastat též 
samozhášení neboli zhášení fluoroforu jím samotným. [10, 12]
2.3.4.2 Fosforescence
Fosforescence je emise záření z tripletového excitovaného stavu, v němž má excitovaný 
elektron stejný spin, jako elektron na základní hladině. Jelikož je přechod S0 → T1 zakázaný, 
je elektron excitován z hladiny S0 na hladinu S1 a odsud uskuteční mezisystémový přechod na 
hladinu T1. Případně může jít rovněž o přechod mezi vibračními hladinami těchto 
excitovaných stavů a následné vibrační relaxaci elektronu na hladinu T1. Důsledkem toho je, 
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že fosforescence je děj podstatně pomalejší než fluorescence, její doba života je v řádu 
milisekund až sekund. Ve vodných roztocích za laboratorní teploty se fosforescence prakticky 
neuplatňuje kvůli velkému množství konkurenčních procesů. Mezi ně patří například nezářivé 
přechody nebo zhášení. [10, 12]
2.4 Fluorescenční sondy
Fluorescenční sondy jsou velkou a různorodou skupinou organických látek, jejichž 
molekuly bývají zpravidla planární, s množstvím konjugovaných dvojných vazeb. Po absorpci 
v UV nebo VIS jsou tyto molekuly schopné emitovat záření. Fluorescence těchto látek je 
mimořádně citlivá na změny prostředí, kterým jsou obklopeny, často se proto využívají při 
studiu agregačního chování amfifilních látek. [10]
2.4.1 Pyren
Polyaromatický uhlovodík sestávající ze čtyř kondenzovaných benzenových jader, přičemž 
π-elektrony vytvářející dvojné vazby jsou delokalizovány rovnoměrně nad a pod rovinou této 
planární molekuly.
Obr. 7: Struktura pyrenu
Pyren je vysoce symetrická molekula o více rovinách symetrie. U takových molekul je 
často první singletová absorpce (tedy přechod S0 → S1) symetricky zakázaná. Fluorescence 
nastává pouze při přechodu S1 → S0 (Kashovo pravidlo), znamená to tedy, že přechod mezi 
hladinami S0 a S1 je zakázaný pro absorpci, ale povolený pro emisi. U pyrenu se zakázaný pás 
absorpce vyskytuje v rozmezí vlnových délek 350 - 360 nm a jeho důsledkem je to, že emisní 
spektrum pyrenu není zrcadlovým obrazem jeho absorpčního spektra. Intenzity zakázaných 
vibračních pásů jsou vysoce citlivé k polaritě prostředí. Tento jev je znám jako Hamův efekt.
Značná citlivost přechodu 0–0 (při 373 nm, označovaného jako I1) k polaritě prostředí je 
dána překryvem zakázaného prvního a povoleného druhého absorpčního pásu, což vede 
k interakci dipól - indukovaný dipól mezi pyrenem a prostředím. Referenčním pásem pro 
vyhodnocení emisního polaritního indexu EmPI (jakožto měřítka polarity prostředí) je 
přechod 0–2 (při 384 nm, označovaný jako I3). EmPI je tedy definován jako poměr intenzit
fluorescence těchto dvou pásů – I1/I3.
Pyren má zřetelně rozlišenou vibrační strukturu. Typickou vlastností tohoto fluoroforu je 
schopnost tvorby excimeru, který je tvořený dvěma molekulami pyrenu, z nichž jedna je 
excitovaná a druhá v základním stavu. Excimer obecně vzniká při vysokých koncentracích 
sondy v daném prostředí. Fluorescenční pás odpovídající excimeru je (vzhledem 
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k monomeru) posunut směrem k vyšším vlnovým délkám a nevykazuje vibrační pásy. Doba 
života pyrenu je poměrně dlouhá – kolem 400 ns. Fluorofory s dlouhou dobou života bývají 
více citlivé na zhášení kyslíkem, což lze omezit například probubláváním vzorku dusíkem.
[10, 13]
A B
Obr. 8: Emisní spektra pyrenu v hydrofilním prostředí (A) a v prostředí s hydrofobními 
doménami (B)
2.5 Difuzní rozptyl záření
Během interakce záření s částicí koloidního systému vzniká sekundární záření šířící se 
všemi směry. Toto záření je způsobené dipólovým momentem vzniklým oscilací elektronů 
rozptylující molekuly o stejné frekvenci, jakou má dopadající záření. Při klasickém rozptylu 
záření na částicích koloidního roztoku je intenzita rozptýleného záření úměrná intenzitě 
primárního záření, koncentraci a velikosti částic, rozdílu indexů lomu částice a prostředí a 
nepřímo úměrná vlnové délce primárního záření. V praxi se pro vyjádření intenzity 
rozptýleného záření používá zjednodušený Rayleighův zákon:
n
0
r
cI
.konstI


 (2)
S rostoucí velikostí částice roste rozptyl až do zrcadlového odrazu a exponent n se 
zmenšuje v rozmezí 4 → 2. [14]
Intenzita světla odraženého suspenzí je za konstantních podmínek měřítkem koncentrace, 
respektive velikosti zákalu vzorku. [15]
2.5.1 Turbidimetrie
Turbidimetrie je analytická metoda měření koloidních nebo zakalených roztoků ve směru 
primárního záření, které dopadá na kyvetu. Měří se zdánlivá propustnost záření roztokem, 
která je výsledkem absorpce primárního i sekundárního záření v přímém směru, rozptylu 
záření do všech stran mimo přímý směr a rozptylu záření do přímého směru. Jinými slovy, 
pomocí měření poměru množství světla prošlého roztokem k původnímu množství světla 
procházejícího roztokem usuzujeme množství rozptýlené látky v suspenzi. 
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Pro měření turbidance (neboli zdánlivé absorbance) jsou vhodné všechny druhy 
spektrofotometrů. [14]
2.5.2 Nefelometrie
Nefelometrie využívá stejných principů, jako turbidimetrie, odlišuje se pouze geometrií 
měření. Metoda zahrnuje měření světla rozptýleného suspenzí, detektor tedy musí být umístěn 
v úhlu 90° na směs procházejícího záření. [14]
Obr. 9: Srovnání turbidimetrie a nefelometrie
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3 SOUČASNÝ STAV ŘEŠENÉ PROBLEMATIKY
3.1 Práce na Fakultě chemické
V uplynulých letech vzniklo na Fakultě chemické množství prací zabývajících se 
problematikou kyseliny hyaluronové, především v souvislosti s ionokomplexy využitelnými
k cílené distribuci léčiv. Zaměřila jsem se na práce, jež jako metodu měření využívaly 
fluorescenční spektroskopii.
Michaela Šejnohová [16] se ve své práci zabývala vlivem koncentrace pyrenu na 
agregační chování hyaluronanu a CTAB. Proměřovány byly roztoky se stabilní koncentrací
HA a zvyšující se koncentrací CTAB (0,01 – 0,3 mM, tedy oblast pod CMC CTAB) s třemi 
různými koncentracemi pyrenu, a to 10-6, 10-7 a 10-8 M. Po dosažení kritické agregační 
koncentrace (počátek interakcí mezi HA a CTAB) byla objevena oblast stabilních agregátů. 
Bylo zjištěno, že koncentrace pyrenu má vliv na velikost hodnot EmPI a ExPI, ale nikoliv na 
koncentraci, při níž agregáty vznikají. Dále byl zkoumán vliv samotné přípravy vzorků na 
stabilitu premicelárních agregátů. Výsledky měření ukázaly, že optimální je příprava celého 
vzorku v jeden den a ustálení vzorku minimálně jeden den, případně připravení vzorku bez 
fluorescenční sondy a její následovné přidání další den. Jiné metody nepodporovaly vznik 
stabilní oblasti po dosažení kritické agregační koncentrace (CAC).
Vliv přípravy systému hyaluronan-tenzid studovala rovněž Tereza Krutišová [17]. První 
část práce je zaměřená na vliv přípravy samotného roztoku CTAB na stanovení kritické 
micelární koncentrace. Roztoky byly připravovány buď ředěním zásobních roztoků CTAB, 
nebo přímou přípravou požadované koncentrace. Byly použity dvě sondy (pyren a nilská 
červeň), přičemž ani u jedné z nich nebyly pozorovány markantnější rozdíly způsobené 
rozdílnou přípravou vzorků. Systémy HA-CTAB-prostředí byly připravovány třemi způsoby 
(rozpuštění prášku CTAB v roztoku HA, rozpuštění prášku HA v roztoku CTAB a smíšení 
prášků HA a CTAB a rozpuštění v prostředí). Ve vodném prostředí se pomocí měření poměru 
EmPI pyrenu a povrchového napětí prokázal vliv přípravy roztoků na polaritu systému, kdy 
nejvyšší polaritu hydrofobních domén v systému vykazoval roztok vzniklý rozpuštěním
práškového hyaluronanu v roztoku CTAB. V prostředí 0,15 M NaCl se ovšem tento vliv 
neprojevil (vysoká iontová síla a inhibice elektrostatických interakcí).
Zuzana Hnyluchová [18] zkoumala vliv teploty na kvalitu hydrofobní domény agregátů 
v systému CTAB-HA. Roztok tenzidu byl použit ve třech koncentracích – 0,6; 3 a 6 mM a 
koncentrace HA byla 15 mg·dm-3. Bylo prokázáno, že (zejména v prostředí 0,15 M NaCl) má 
závislost poměru EmPI na teplotě klesající tendenci, což poukazuje na zvyšování 
hydrofobního charakteru agregátů. Tento trend se projevil u všech koncentrací tenzidu 
v přítomnosti jak vysoko-, tak nízkomolekulární HA. Ve vodném prostředí docházelo často 
k nehomogenitám vlivem Krafftovy teploty.
Vliv pH na systém hyaluronan-tenzid (vybranými tenzidy byly CTAB a Tween 20) 
studovala ve své práci Jana Hejná [19]. Závěrem vyplývajícím z měření bylo, že pH nemá 
vliv na agregáty hyaluronan-tenzid u žádného z použitých tenzidů.
Práce Petry Michalicové [20] byla zaměřena na možnost interakce hyaluronanu přímo 
s hydrofobními fluorescenčními sondami. Výsledky fluorescenčních měření však u všech 
případů (různé koncentrace HA i pyrenu) ukazovaly pouze na fluorescenci pyrenu z vody. 
Tytéž výsledky byly obdrženy při experimentech s prodanem. Přímé interakce mezi HA a 
hydrofobními sondami se nepodařilo prokázat ani při použití předsušeného hyaluronanu.
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Jakub Mondek [21] ve své bakalářské práci ke studiu systému CTAB-HA použil jako 
fluorescenční sondu akridinovou oranž (AO). Pomocí měření fluorescence a poměru 
absorbance AO při 465 a 492 nm bylo zjištěno, že ještě před kritickou agregační koncentrací 
dochází v systému k navázání monomerů CTAB na karboxylové skupiny hyaluronanu. Poté 
zřejmě dochází k agregaci tenzidu a jeho opětovnému navázání na karboxyly HA. Jakým 
způsobem ale nebylo možné pomocí provedených experimentů prokázat.
Interakce v systému CTAB-HA v oblasti před kritickou micelární koncentrací zkoumal ve 
své bakalářské práci také Filip Stiborský [22]. Při nízkých koncentracích HA (2, 5 
a 15 mg·dm-3) byla při měření emisních spekter pyrenu zaznamenána při vynesení poměrů 
EmPI do grafu dvouzlomová křivka. Současně i závislost Ex:Mo na koncentraci vykazovala 
dva píky. Z toho bylo usouzeno, že první zlom (respektive pík) náleží kritické agregační 
a druhý zlom kritické micelární koncentraci. Při porovnání výsledků pro různé koncentrace 
HA bylo zřejmé, že množství vytvářejících se agregátů roste s koncentrací přidaného 
hyaluronanu.
Bakalářská práce Jany Cimalové [23] byla zaměřena na studium interakcí v systému 
tenzid-hyaluronan. Jako tenzidy byly vybrány Septonex, tetradecylfosfocholin (TCP) a ve 
vodě nerozpustný DPTAP. Septonex vykazoval chování typické pro kationaktivní tenzidy 
(hodnota CMC v 0,15 M NaCl i v PBS pufru byla o jeden řád nižší než hodnota CMC 
ve vodě, při vyšších koncentracích tenzidu se při přídavku hyaluronanu vytvořily sraženiny).
Dále bylo shledáno, že ani jeden ze zbývajících zkoumaných tenzidů není vhodný pro účely 
cílené distribuce léčiv. U TCP nebyly prokázány žádné interakce mezi tímto tenzidem a HA, 
což bylo pravděpodobně způsobeno amfoterním charakterem TCP. Měřením anizotropie 
(nedocházelo k žádným změnám) byla tato domněnka potvrzena. Problémem u DPTAP byla 
zejména jeho nerozpustnost ve vodě.
V diplomové práci Terezy Halasové [24] byly zkoumány interakce hyaluronanu s tenzidy 
různých skupin (neionogenní, anionaktivní, kationaktivní i amfoterní). Za nejvhodnější tenzid 
pro účely cílené distribuce léčiv byl určen kationaktivní CTAB. Bylo zjištěno, že kromě 
kritické micelární koncentrace ovlivňuje přídavek HA také agregační číslo CTAB, které 
s rostoucím množstvím hyaluronanu klesá. Při experimentech se súdánovou červení vyšlo 
najevo, že samotná přítomnost hydrofobní látky (tedy například právě súdánové červeně nebo 
také některých fluorescenčních sond – pyrenu) indukuje vznik agregátů v systému již při nižší 
koncentraci tenzidu než v systému, kde hydrofobní látka není přítomna. Tento zajímavý fakt 
by mohl nahrávat použití systému CTAB-HA pro solubilizaci hydrofobních léčiv.
3.2 Práce zabývající se interakcemi v systémech tenzid-hyaluronan
Jednou ze základních prací týkajících se výzkumu interakcí tenzid-hyaluronan je článek 
K. Thalberga a B. Lindmana [25] z roku 1989. Hlavními poznatky tohoto výzkumu bylo, že 
počet uhlíků v alkylovém řetězci alkyltrimethylamoniového tenzidu musí být alespoň 10, aby 
docházelo k vytvoření ve vodě rozpustných systémů, kdy tenzid vytvářel na řetězci HA 
micelám podobné agregáty. Při vysoké koncentraci tenzidu došlo k vytvoření sraženin, které 
byly s dalšími přídavky tenzidu opětovně rozpuštěny. Koncentrace, při níž došlo k vytvoření 
agregátů, s rostoucí délkou alkylového řetězce tenzidu klesala.
Interakce mezi HA a anionaktivním dodecylsíranem sodným (SDS), případně
neionogenními Cremophorem EL a Tween-80 zkoumali Dian-shu Yin a spol. [26] pomocí 
fluorescenční spektroskopie s pyrenem jako sondou. Bylo zjištěno, že výsledky měření EmPI
a Ex:Mo systémů tenzid-HA byly v případě Cremophoru EL i Tween-80 shodné s výsledky 
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získanými měřením samotných tenzidů. Interakce mezi hyaluronanem a těmito tenzidy byly 
velmi slabé. Dále bylo zkoumáno chování systému v přítomnosti tří různých sacharidů 
(mannitol, glukóza a laktóza), jejichž efekt byl prakticky totožný – došlo vždy ke snížení 
poměru EmPI na počátku měření a ke zvýšení tohoto poměru na konci měření, oproti 
výsledkům měření bez sacharidů. Sacharidy tedy způsobovaly snížení polarity vodného 
prostředí a naopak zvyšovaly polaritu uvnitř micel. Tento efekt však byl přítomnosti NaCl 
rušen. Výsledky pro anionaktivní SDS ukázaly, že přítomnost HA snižuje hodnotu CMC 
stejně, jako nízkomolekulární elektrolyt.
Iontovými asociáty na bázi hyaluronanu a tenzidů se zabývala také Tereza Halasová 
a spol. [27]. Bylo zjištěno, že hyaluronan ovlivňuje kritickou micelární koncentraci CTAB 
více, než TTAB, což může být důsledkem delšího alkylového řetězce CTAB. Oblast tvorby 
agregátů CTAB-HA se vyskytovala v širším rozmezí koncentrací a stanovená hodnota CMC 
byla vyšší. Tyto jevy jsou přisuzovány silným hydrofobním interakcím alkylových řetězců 
CTAB s hydrofobními částmi HA. Jelikož interakce nejsou elektrochemické podstaty, nemá 
na ně přítomnost elektrolytu vliv, jak je tomu u interakcí elektrostatických. Z tohoto důvodu 
se výsledky CTAB odlišovaly od výsledků jiných tenzidů, kdy v přítomnosti soli obvykle 
docházelo k výraznému potlačení interakcí. Hydrofobně navázané molekuly tenzidu nejsou 
ovšem schopné tvorby micel. Z hlediska cílené distribuce léčiv je důležitý poznatek, že 
solubilizační vlastnosti tenzidů byly i v přítomnosti HA zachovány, respektive že interakce 
tenzid-HA neničí agregáty obsahující nepolární domény.
V práci čínských vědců Jing Xu a spol. [28] bylo zkoumáno agregační chování HA 
a opačně nabitého styrylpyridinia (SbQ). Vzniklé nanočástice byly tvořeny dvěma vrstvami -
hydrofobní jádro tvořily agregáty SbQ a na povrchu byly lokalizovány hydrofilní řetězce HA, 
což potvrdily naměřené záporné hodnoty zeta potenciálu (poukazující na COO- skupiny).
S rostoucím molárním poměrem SbQ/COO- se zvyšovala turbidita roztoku. Při nízkých 
hodnotách molárního poměru reagovaly molekuly SbQ s hyaluronanem prostřednictvím 
elektrostatických interakcí, při vyšších molárních poměrech se pak uplatňovaly interakce 
hydrofobních skupin SbQ, což vyústilo v tvorbu micel. Interakce mezi HA a SbQ byly dále 
potvrzeny i prostřednictvím 1H NMR spektra. Při vystavení roztoku obsahujícího HA-SbQ 
částice UV záření došlo k dimerizaci SbQ částic, což vedlo ke zmenšení rozměrů částic.
Iontové komplexy hyaluronanu s alkyltrimethylamoniovými tenzidy připravili Ainhoa 
Tolentino a spol. [29] pouhým smícháním komponent při laboratorní teplotě. Použité tenzidy 
měly alkylové řetězce o délkách 18, 20 a 22 uhlíků a s HA tvořily ve vodě nerozpustné 
sloučeniny, připomínající svou strukturou hřebínky sestávající z destiček tvořených vedle 
sebe naskládanými řetězci HA a parafinické fáze tvořené bočními alkylovými řetězci tenzidů.
Taková struktura by mohla být schopná pojmout látky chemicky nebo biologicky aktivní. 
Alkylové boční řetězce tvořily oddělenou fázi vrstevnaté struktury tající při 50 – 60  °C, 
přičemž až do teplot kolem 200 °C byly částice stabilní.
3.3 Práce zabývající se cílenou distribucí léčiv
Tématem cílené distribuce léčiv při léčbě rakovinných onemocnění se v současné době 
zabývá řada vědců z celého světa, kteří se snaží eliminovat systémovou toxicitu používaných 
léčiv a navrhnout systémy schopné akumulovat léčivo přímo v tumoru. Častým problémem 
také bývá hydrofobnost účinných látek a tudíž jejich nerozpustnost ve vodě. Možným řešením 
je konjugace nízkomolekulárních léčiv s přírodními nebo i syntetickými polymery. Studie 
byly prováděny s makromolekulami různé povahy, zejména s proteiny, protilátkami,
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polysacharidy, lecitiny a syntetickými polymery. Mezi vhodné kandidáty pro tento účel se 
řadí kyselina hyaluronová (biokompatibilní, biodegradabilní, afinita k CD44 a RHAMM 
receptorům), dextran (nízká cena, historie klinického využití) a deriváty cyklodextrinu
(v současné době součást modelu CRLX101 procházející klinickými testy). Dále jsou to 
potom chitosan či heparin. [30]
Práce Ilji Rivkina a spol. [31] se soustředí na vylepšení způsobu aplikace Paclitaxelu 
(PTX), léčiva zpomalujícího mitotické dělení buněk při rakovinných onemocněních. Zvýšení 
rozpustnosti bylo dosaženo reakcí s lipidy (příprava PTX-fosfatidilethanolaminu). Takto 
připravené nanočástice byly následně obaleny hyaluronanem (PTX-GAGs), což zajistilo větší 
biokompatibilitu a také afinitu k receptorům CD44. Efektivita systému PTX-GAGs byla 
zkoumána na myších s CT-26 tumory, přičemž se prokázala schopnost léčiva akumulovat se 
v místě nádoru a potlačit jeho růst. K dosažení lepších výsledků ve srovnání s jinými způsoby 
aplikace PTX (například PTX-Cremophore) přitom dostačovalo menší množství léčiva a bylo 
redukováno i zatížení jater. Systém PTX-GAGs je tedy slibním kandidátem pro cílenou 
distribuci léčiv, který (na rozdíl od jiných forem PTX) nevyžaduje premedikaci 
kortikosteroidy a antihistaminiky.
Felipe A. Oyarzun-Ampuero a spol. [32] se zabývali přípravou a charakterizací 
nanočástic sestávajících z HA a polyaminokyseliny polyargininu (PArg). Vytvoření částic 
bylo dosaženo pouhým smícháním dvou hlavních komponent při laboratorní teplotě. 
Poměrem množství HA a PArg bylo možné regulovat zeta potenciál na povrchu částice, 
z čehož vyplývá, že na povrchu mohla být lokalizována buď HA (záporný zeta potenciál) 
nebo PArg (kladný zeta potenciál). To činí z HA-PArg nanočástic relativně univerzální 
systém. K přípravě částic byl použit jak nízkomolekulární HA (LMWHA), tak i 
vysokomolekulární HA (HMWHA), přičemž jako stabilní i po izolaci centrifugací se ukázaly 
pouze nanočástice s HMWHA. Pozitivním faktem u těchto částic bylo také to, že si své 
vlastnosti uchovaly po dobu až tří měsíců při skladování v chladu (4 °C). Test stability byl 
proveden také v modelu fyziologického prostředí (pufr PBS o pH 7,4 a teplotě 37 °C), kdy 
částice zůstaly nezměněny po dobu alespoň 2 hodin. Transmisní elektronová mikroskopie 
prokázala sférický tvar těchto částic. Schopnost PArg pronikat buněčnými membránami byla 
již dříve využita v genové terapii, ve spojení s HA se potenciál těchto částic ještě zvyšuje.
Řada výzkumníků se věnuje také studiu agregátů HA s magnetickými nanočásticemi. Tyto 
systémy nabízí různé možnosti využití – díky magnetickým vlastnostem by mohly být pomocí 
externího magnetického pole naváděny v těle na místo účinku, mohly by sloužit jako 
zobrazovací látky pro neinvazivní metodu „molecular imaging“ schopné detekovat počáteční 
stadia rakovinného bujení, případně by mohly kombinovat obě dvě funkce. Skupina vědců 
Pinar Ilgin a spol. [33] připravovala hydrogely HA se zapouzdřenými magnetickými 
částečkami Fe3O4, které by mohly být externím magnetickým polem naváděny na místo 
účinku. Tyto částice se podařilo ještě dodatečně chemicky modifikovat, což poskytlo různé 
funkční skupiny na povrchu částic (využitelné pro vazbu různých druhů léčiv). Rychlost 
uvolňování léčiva (bylo použito antibakteriální antibiotické TMP) byla studována in vitro
v PBS pufru při fyziologickém pH 7,4. Léčivo bylo z magnetických HA částic uvolňováno 
pomaleji, než ze samotných HA částic. Chemicky modifikované HA částice s kladným 
nábojem na povrchu dokázaly při stejných podmínkách pojmout více léčiva a také rychlost 
uvolňování byla ze všech zkoumaných systémů největší. Pozitivní byla také stabilita 
připravených magnetických HA částic, které si své stabilní vlastnosti uchovaly po dobu až 6 
měsíců.
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Metodou „molecular imaging“ s použitím magnetické rezonance (MR) se zabývali 
Eun-Kyung Lim a spol. [34] Jako kontrastní látka pro MR byly použity magnetické 
nanokrystaly HA-MNCs připravené nano-emulzní metodou, která spočívala v uzavření 
magnetických částic obsahujících železité a hořečnaté kationty do připravených 
částic Pyrenyl-HA. Při testech in vitro i in vivo s MR byla potvrzena akumulace HA-MNCs
částic v nádorových buňkách MDA-MB-231 (objevujících se při rakovině prsu).
Přípravou magnetických, hyaluronanem pokrytých nanočástic se zabývali i Mohammad H. 
El-Dakdouki a spol. [35], které nejprve charakterizovali samotné a poté i v komplexu 
s doxorubicinem (HA-SPION-DOX). Citlivost k zobrazování pomocí MR byla u HA-SPION 
částic vyšší, než u částic povolených americkou FDA (Food and Drug Administration).
Částice HA-SPION-DOX vykazovaly zvýšenou toxicitu vůči rakovinným buňkám ve 
vaječnících nebo MDR rakovinným buňkám.
Odlišným způsobem cílené distribuce léčiv se zabývali Ming Kong a spol. [36], kteří 
připravili niosomy pokryté hyaluronanem. Niosom je zvláštní druh liposomu, což je uměle 
připravená částice složená z lipidové dvojvrstvy schopná uzavřít do sebe léčivo. Základem 
niosomů jsou neionogenní tenzidy, v případě této práce směs Tween 80/Span 20 v molárním 
poměru 5 : 4. Na povrchu niosomů byla ukotvena kyselina hyaluronová esterifikovaná 
monostearinem (HA-GMS). Připravené niosomy prokázaly díky své elasticitě, schopnosti 
deformace tvaru a lepší membránové fluiditě vysokou schopnost pronikat přes stratum 
corneum. Permeace částic kůží byla sledována in vivo pomocí fluorescenčního mikroskopu. 
Pronikání do kůže během 8 hodin bylo značné, především v oblasti vlasových folikulů.
Poškození dorsální části kůže myší (kam byly niosomy aplikovány) bylo po ukončení 
experimentu minimální. Za největší přednosti připravených částic tedy byly označeny jejich 
velikost, elastická multivrstevnatá struktura a hydrofilní rozhraní usnadňující transdermální 
penetraci.
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4 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST
4.1 Použité chemikálie
kyselina hyaluronová
137 kDa, CPN s.r.o., číslo šarže 211-234
1 700 kDa, CPN s.r.o., číslo šarže 210-636
Cetrimid
(≥ 96 %)
Mr = 336,4
CAS: 8044-71-1, Duchefa Biochemie, číslo šarže 007935.01
TTAB
Mr = 336,44
CAS: 1119-97-7, Fluka, číslo šarže 1377175
pyren
Mr = 202,26
CAS: 129-00-0, Fluka, číslo šarže 430166/1
Chlorid sodný
NaCl
Mr = 58,44
CAS: 7647-14-5, Lachner s.r.o., číslo šarže 06278
Voda
H2O
Demineralizovaná
Aceton
CH3COCH3
Mr = 58,08
CAS: 67-64-1, Penta, číslo šarže 1308200810
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4.2 Pracovní postupy
4.2.1 Zásobní roztok HA
Z důvodu polymerního charakteru HA byla zvolena hmotnostní koncentrace [g·dm-3]
roztoků. Potřebné množství HA bylo naváženo na analytických vahách a 
doplněno požadovaným objemem rozpouštědla (vodou nebo 0,15 M NaCl). Pro lepší 
rozpuštění HA byl roztok ponechán do druhého dne na magnetické míchačce. Následně byl až
do použití uchováván v chladu a to nejdéle po dobu 1 týdne.
4.2.2 Zásobní roztok Cetrimidu
Potřebné množství tenzidu bylo naváženo na analytických vahách a doplněno asi 60 cm3
rozpouštědla (vody nebo 0,15 M NaCl). Roztok byl ponechán na magnetické míchačce až do 
dokonalého rozpuštění a následně doplněn na objem 100 cm3. Uchováván byl při laboratorní 
teplotě.
4.2.3 Zásobní roztok pyrenu
Zásobní roztok pyrenu o koncentraci 2·10-4 mol·dm-3 byl připraven v acetonu a byl 
uchováván v chladu.
4.2.4 Zásobní roztok modelového fyziologického roztoku
Zásobní roztok NaCl o koncentraci 0,15 mol·dm-3 byl připraven rozpuštěním 8,766 g NaCl 
v 1 000 cm3 vody. Roztok byl uchováván při laboratorní teplotě.
4.2.5 Příprava vzorků pro fluorescenční měření
Koncentrační řada byla navržena tak, aby zahrnovala alespoň tři řády koncentrací. Každý 
vzorek byl připraven třikrát, aby bylo možné stanovit chybu měření. Nejprve bylo do vialek 
pipetováno takové množství fluorescenční sondy, aby její výsledná koncentrace v roztoku 
byla 10-6 mol·dm-3. Po odpaření acetonu za sníženého tlaku byl do vialek pipetován roztok 
tenzidu a na závěr byl vzorek doplněn vodou na celkový objem 4 nebo 8 cm3. V případě 
měření s HA bylo do všech vzorků přidáno stejné množství zásobního roztoku HA o takové 
koncentraci, aby výsledná koncentrace HA ve vzorku byla 10, 100 nebo 1 000 mg·dm-3. 
Vialky byly poté uzavřeny víčkem a umístěny na třepačku do následujícího dne.
4.2.6 Fluorescenční měření
Fluorescenční měření jsou s úspěchem využívána při stanovování kritické micelární 
koncentrace povrchově aktivních látek, byla proto využita i v této práci. Vzhledem k tomu, že 
samotné molekuly tenzidů nefluoreskují, je nutné přidávat k nim pro účely těchto měření 
vhodné fluorofory, které jsou schopné reagovat na změny probíhající v měřených roztocích 
(například změnou intenzity fluorescence nebo tvaru fluorescenčního spektra) a poskytnout 
tak data pro vyhodnocení měření. Roztok vzorku obsahující fluorescenční sondu se 
v křemenné kyvetě umístí do měřicí cely, přes niž prochází excitační paprsek světla o 
požadované vlnové délce. Při absorpci energie procházejícího záření dojde k excitaci 
elektronů sondy a následně k uvolnění přebytečné energie pomocí fluorescence. Detektor 
zaznamenávající intenzitu emitovaného záření je umístěn kolmo na směr záření zdroje
(Obrázek 10).
Veškerá fluorescenční měření byla prováděna na přístroji Fluorolog firmy HORIBA. Jako 
zdroj světla slouží xenonová výbojka o výkonu 450 W.
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Obr. 10: Schéma měření fluorescence
4.2.6.1 Nastavení přístroje
Při měření emisních spekter pyrenu byla vlnová délka pro excitaci nastavena na 335 nm a 
intenzita emise byla měřena v rozmezí 360 – 550 nm. Šířka štěrbiny byla v závislosti na 
zaznamenané intenzitě fluorescence nastavena na 2/1,5 – 2/2.
Při měření excitačních spekter pyrenu byl emisní monochromátor nastaven na vlnovou 
délku 392 nm. Excitační spektrum pak bylo proměřeno v rozmezí 330 – 340 nm.
4.2.6.2 Stanovení CMC Cetrimidu ve vodě a v 0,15 M NaCl
Roztok Cetrimidu byl namíchán dle bodu 4.2.2 a to buď ve vodném prostředí, nebo 
v modelovém fyziologickém roztoku. Vzorky se vzrůstající koncentrací Cetrimidu byly 
připravovány do vialek tak, aby výsledná řada pokrývala koncentrace v rozmezí alespoň tří 
řádů. Předpokládaná kritická micelární koncentrace se přitom nacházela přibližně uprostřed 
řady. Všechny vzorky byly připraveny třikrát, aby bylo možné stanovit chybu měření.
4.2.6.3 Chování systému Cetrimid-HA ve vodě a v 0,15 M NaCl
Roztoky HA a Cetrimidu byly připraveny dle bodů 4.2.1 a 4.2.2. Byla namíchána 
koncentrační řada se vzrůstající koncentrací Cetrimidu a stálým obsahem HA. Experimenty 
byly prováděny s nativním hyaluronanem o molekulové hmotnosti 137 kDa. V každém 
prostředí byla provedena 3 měření s koncentrací HA 10, 100 a 1 000 mg·dm-3.
4.2.6.4 Vyhodnocení naměřených dat
Při stanovování kritické micelární koncentrace pyrenovou metodou se využívá závislosti 
tzv. emisního polaritního indexu (EmPI) na logaritmu koncentrace stanovované látky. Emisní 
polaritní index je poměr intenzity emise pyrenu při 373 a 384 nm. Pyren je obecně považován 
za nerozpustný ve vodě, ve skutečnosti se však ve vodě (velmi omezeně) rozpustí. I toto malé 
množství stačí k tomu, aby byla zaznamenána fluorescence pyrenu „z vody“. Pokud ve 
vodném roztoku neexistuje vhodnější prostředí, ve kterém by se pyren mohl rozpustit, nabývá 
EmPI vysokých hodnot. Jakmile ovšem dojde k vytvoření hydrofobních domén (typicky 
vznik micel), začne se pyren rozpouštět v nich a EmPI se prudce snižuje. Výsledkem je 
závislost vykazující rysy sigmoidní křivky, jejíž tvar vypovídá o vzniku nepolárního prostředí 
v roztoku, tudíž o vzniku micel. Hodnota CMC byla stanovena proložením dat 
Boltzmannovou sigmoidní křivkou pomocí funkce Sigmoidal Fit v programu Origin 8.1.
Kritická micelární koncentrace odpovídá inflexnímu bodu prudce klesající části sigmoidní 
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křivky. Matematicky lze Boltzmannovou funkci popsat pomocí Rovnice (3). Grafické 
vyhodnocení je znázorněno na Obrázku 11.
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Dalším ukazatelem agregace probíhající v roztoku je poměr intenzity fluorescence 
excimeru pyrenu (odpovídající vlnové délce 470 nm) k intenzitě fluorescence monomeru 
pyrenu (odpovídající prvnímu píku na vlnové délce 373 nm). Poměr Ex:Mo nabývá obvykle 
nízkých hodnot, pouze v okamžiku vzniku agregátů v roztoku prudce vzroste. Na základě 
tohoto maxima je tedy možné usuzovat kritickou micelární (případně agregační) koncentraci.
O agregačním chování v roztoku může vypovídat i samotná intenzita fluorescence třetího 
píku (384 nm). Pokud se v systému nevyskytují žádné hydrofobní domény, je intenzita 
fluorescence třetího píku nízká, se vznikajícími agregáty ovšem dojde k náhlému nárůstu. 
Hodnotu na ose x odpovídající tomuto zlomu je možno označit za hodnotu CMC.
U některých vzorků byl navíc ještě zaznamenán excitační sken, z něhož byl sledován poměr 
intenzity fluorescence při excitaci vzorku zářením o vlnových délkách 333 a 338 nm.
Při vynesení tohoto poměru do grafu v závislosti na logaritmu koncentrace tenzidu se získá 
sigmoidní křivka, která se vyhodnotí stejným způsobem jako závislost EmPI na logaritmu 
koncentrace tenzidu.
Obr 11: Vyhodnocení kritické micelární koncentrace pyrenovou metodou
4.2.7 Turbidimetrická měření
Turbidimetrická měření byla využita k objektivnímu vyjádření zákalu vzniklého při 
přidávání Cetrimidu k definovanému množství HA. K tomuto účelu byl využit přístroj Varian 
Cary 50 s optickou sondou o optické dráze 1 cm. Vlnová délka vysílaného záření byla 
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nastavena na 400 nm. Paprsek o zvolené vlnové délce prochází vzorkem, kterým je 
rozptylován. Zbývající část paprsku je detekována detektorem nacházejícím se v optické 
dráze paprsku. Ten zaznamená intenzitu prošlého záření a poskytne tak data k porovnání 
s intenzitou záření zdroje. Software následně vyhodnotí absorbanci vzorku. Absorbance je 
definována jako záporně vzatý logaritmus transmitance:
TlogA  (4)
0I
I
T  (5)
4.2.7.1 Měření zákalu v systému HA-Cetrimid
Dle bodu 4.2.1 bylo namícháno 200 cm3 roztoku HA o koncentraci 50, 100, 500 nebo 
1 000 mg∙dm-3. Pro měření zákalu byl použit roztok nativního HA o molekulové hmotnosti 
137 kDa nebo 1,7 MDa ve vodném prostředí nebo modelovém fyziologickém roztoku 
(0,15 M NaCl). Roztok Cetrimidu byl namíchán dle bodu 4.2.2 ve vodě nebo 0,15 M NaCl 
vždy o koncentraci 10 mM. Do kádinky bylo napipetováno 50 cm3 roztoku HA, byla změřena 
jeho absorbance a poté byl přidán první z celkem 27 přídavků Cetrimidu. Roztok byl jednu 
minutu míchán magnetickým míchadlem, poté bylo míchání vypnuto a roztok byl ponechán 
minutu v klidu.  Následně byla změřena jeho absorbance. Měření absorbance bylo opakováno 
ještě jednou, po uplynutí další minuty. Tento postup byl zopakován pro všechny zbývající 
přídavky Cetrimidu. Na konci měření byla koncentrace Cetrimidu v roztoku 2 mM.
4.2.7.2 Vyhodnocení naměřených dat
V případě turbidimetrických měření byl sledován zejména bod vzniku zákalu, tedy při jaké 
koncentraci Cetrimidu přístroj zaznamená změnu v absorbanci roztoku. Do grafu byla 
vynesena závislost absorbance na logaritmu koncentrace Cetrimidu. Vzhledem k tomu, že ne 
všechny naměřené závislosti měly stejný průběh, muselo být pro vyhodnocení dat použito 
vícero postupů (viz Výsledky a diskuze).
Součástí vyhodnocení byl také výpočet koncentrace Cetrimidu, při níž dojde v roztoku ke 
kompenzaci nábojů, tedy k okamžiku, kdy se počet záporných nábojů na molekulách HA 
rovná počtu kladných nábojů poskytovaných Cetrimidem.
Výpočet počtu molů náboje pro HA:
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Přepočet u Cetrimidu nebyl nutný vzhledem k tomu, že 1 mol Cetrimidu odpovídá 1 molu 
náboje.
Hodnota absorbance byla při každém měření stanovena třikrát, ze získaných hodnot byl 
softwarem určen průměr a vyhodnocena směrodatná odchylka. Hodnoty získané ze tří 
opakování měření byly následně zprůměrovány a byla určena celková směrodatná odchylka:
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5 VÝSLEDKY A DISKUZE
5.1 Fluorescenční měření
Pomocí fluorimetrických měření byla stanovována kritická micelární koncentrace 
Cetrimidu ve vodě a v 0,15 M NaCl a dále bylo podrobněji studováno agregační chování 
v systémech s přidaným hyaluronanem. K tomuto účelu byla vybrána nízkomolekulární HA 
(137 kDa) v koncentracích 10, 100 a 1 000 mg·dm-3.
5.1.1 Stanovení CMC Cetrimidu ve vodě a v 0,15 M NaCl
Kritická micelární koncentrace byla stanovena pyrenovou metodou z průběhu závislosti 
poměru EmPI na logaritmu koncentrace Cetrimidu (Obrázek 12).
Obr. 12: Stanovení CMC Cetrimidu při koncentraci pyrenu 1·10-6 mol·dm-3 ve vodě 
(červené body) a v 0,15 M NaCl (modré body). Hladké černé čáry odpovídají proložení dat 
Boltzmannovými sigmoidními křivkami.
Do grafu byly vyneseny poměry EmPI naměřené pro jednotlivé koncentrace Cetrimidu. 
Každá řada byla změřena třikrát, aby bylo možné vyhodnotit chybové úsečky. U bodů, kde 
nejsou vidět, byla velikost chybové úsečky menší, než je velikost bodu. Body vytvořily 
sigmoidní křivky typické pro stanovení CMC pyrenovou metodou. Na počátku měření, kdy je 
koncentrace Cetrimidu ve vzorcích velmi malá (a nedochází tedy k agregaci) je pyren 
částečně solubilizován ve vodě a hodnoty EmPI jsou proto vysoké. Jakmile koncentrace 
Cetrimidu dosáhne hodnoty dostatečné k agregaci částic a k tvorbě micel, preferuje 
hydrofobní pyren solubilizaci uvnitř micel, kam jsou orientovány hydrofobní části (alkylové 
řetězce) molekul Cetrimidu. Hodnota EmPI prudce klesá, jak se molekuly pyrenu snaží 
solubilizovat v nepolárních jádrech malého počtu vznikajících micel. Na konci měření je již 
počet micel dostatečný a mohou tak být solubilizovány všechny molekuly pyrenu. Hodnota 
EmPI je konstantní. 
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Body tedy byly v programu Origin proloženy Boltzmannovou sigmoidní křivkou a byla 
vyhodnocena hodnota CMC, která odpovídá inflexnímu bodu sigmoidní křivky. Výsledky 
jsou uvedeny v Tabulce 1. Hodnota CMC Cetrimidu v soli je přibližně o řád nižší, než 
hodnota ve vodě, což odpovídá dříve obdrženým výsledkům [23]. Do Tabulky 1 byla pro 
srovnání doplněna také CMC čistého TTAB, které tvoří majoritní složku Cetrimidu.
Tab. 1: Zjištěné hodnoty CMC Cetrimidu ve vodě a v 0,15 M NaCl v porovnání 
s hodnotami CMC TTAB zjištěnými v literatuře.
prostředí
CMC Cetrimid
[mmol·dm-3]
CMC TTAB
[mmol·dm-3]
voda 3,32 ± 0,01 3,60 [36]
0,15 M NaCl 0,51 ± 0,01 0,52 ± 0,03 [37]
Získané výsledky byly ještě ověřeny vynesením poměru intenzity emise při 470 a 373 nm 
(poměr Ex:Mo). Závislosti jsou uvedeny na Obrázku 13. Pro lepší názornost byla data spojena 
čarou, nejedná se tedy o proložení matematickou funkcí (obdobně bude spojení dat Ex:Mo 
čarou používáno i v dalších případech).
Obr. 13: Závislost intenzity excimeru na koncentraci Cetrimidu při stanovení CMC 
Cetrimidu ve vodě (modré body) a v 0,15 M NaCl (červené body)
Pyren ve vysokých koncentracích vytváří tzv. excimery, což jsou dvě molekuly pyrenu 
spojené k sobě, z nichž jedna je v základním a druhá v excitovaném stavu. Na počátku tvorby 
hydrofobních domén vzniká v systému malé množství micel, v nichž se pyren jakožto 
hydrofobní sonda snaží solubilizovat. V jedné micele je tedy v jednom okamžiku více 
molekul pyrenu, které spolu začínají vytvářet excimery. Při emisi excimeru (Ex) pyrenu 
typicky dochází k bathochromnímu posunu, což se projevilo při vlnové délce 470 nm, kde 
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vlivem nárůstu koncentrace excimeru vzrostla intenzita fluorescence. Monomer (Mo) oproti 
tomu emituje při 373 nm. Při vynesení závislosti poměru Ex:Mo na koncentraci Cetrimidu do 
grafu, je možné z průběhu této závislosti odvodit počátek tvorby micel. Je to tedy okamžik, 
kdy se pyren zakoncentrovává v nově vznikajících agregátech a intenzita emise excimeru 
roste. To se projeví náhlým zvýšením poměru Ex:Mo. Vzhledem k tomu, že koncentrace 
pyrenu ve vzorcích je velmi malá (10-6 M), nelze předpokládat, že by se excimery vytvářely, 
když pyren není solubilizován v hydrofobních doménách. Nárůst intenzity lze tedy přičítat 
pouze vzniku hydrofobních agregátů. Při měření ve vodě bylo maximum Ex:Mo při 
koncentraci 3,0 mmol∙dm-3 a při měření v 0,15 M NaCl byla maximální hodnota naměřena při 
koncentraci 0,45 mmol∙dm-3. To rámcově odpovídá hodnotám určeným výpočtem 
z Boltzmannova modelu. Výsledky získané pomocí měření intenzity excimeru ve vzorcích tak 
potvrzují výsledky získané pomocí EmPI.
5.1.2 Agregační chování Cetrimid-HA ve vodném prostředí
Pro účely studia interakcí mezi Cetrimidem a hyaluronanem byla vybrána HA o 
molekulové hmotnosti 137 kDa ve třech koncentracích – 10, 100 a 1 000 mg·dm-3. 
5.1.2.1 Systém Cetrimid-HA 1 000 mg·dm-3
Obr. 14: Systém Cetrimid-HA (1 000 mg·dm-3)
Na počátku měření, při nízkých koncentracích tenzidu, odpovídá hodnota emisního 
polaritního indexu fluorescenci pyrenu z polárního prostředí, což znamená, že pyren byl 
částečně rozpuštěn ve vodě. V oblasti od 0,05 do 0,1 mmol∙dm-3 však nastává mírný pokles 
EmPI. V systému Cetrimid-HA může pokles EmPI poukazovat jedině na vznik agregátů 
poskytujících pyrenu vhodnější prostředí k solubilizaci než je voda. Popsat chemickou 
podstatu těchto agregátů není pomocí měření fluorescence pyrenu možné, je však zřejmé, že 
hydrofobní charakter těchto prvotních agregátů nebyl (vzhledem k pouze malému poklesu 
EmPI) příliš výrazný. Agregátů také mohlo být jen málo, nebo mohly být malé. Hodnota 
EmPI by však také mohla být výsledkem sčítání signálů fluorescence pyrenu z hydrofobních 
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domén a z vody (kdy by se hydrofobní charakter vzniklých domén mohl jevit nižší, než ve 
skutečnosti byl).
Zároveň i při měření intenzity excimeru došlo při koncentraci 0,07 mmol∙dm-3 k náhlému 
nárůstu Ex:Mo, následnému poklesu a návratu na původní úroveň, což rovněž poukazuje na 
tvorbu agregátů. Data závislosti EmPI, odpovídající prvnímu poklesu, byla v programu Origin
analyzována pomocí Boltzmannovy sigmoidní křivky a získaná koncentrace (tvorby 
prvotních agregátů) byla označena CAC 1 (viz srovnání dále). Tvorba agregátů pak dále 
pokračuje až do koncentrace Cetrimidu 2 mmol∙dm-3, jak je vidět z poklesu EmPI, který
poukazuje na vznik většího počtu hydrofobních domén v systému. Tato část dat byla 
analyzována analogicky k první části dat, výsledná koncentrace pak byla označena jako 
CAC 2.
V oblasti kolem koncentrace Cetrimidu 5 mmol∙dm-3 nastala v systému fázová separace, 
která se projevila zvýšením hodnoty EmPI. Jedná se o okamžik, kdy je dostatečné (kritické) 
množství karboxylových skupin, zajišťujících rozpustnost řetězce hyaluronanu ve vodě, 
okupováno vázanými micelami tenzidu. Takto navázané micely znemožní karboxylovým 
skupinám udržovat řetězec HA v roztoku a dojde k vysrážení systému, což se projeví tvorbou 
gelového lemu na stěnách vialek.
Zvláštní je ovšem poloha píku Ex:Mo při této koncentraci. Intenzita excimeru roste, což 
poukazuje spíše na vznik hydrofobních domén, než na kolaps systému v podobě fázové 
separace, kdy obvykle dochází k vytvoření gelu na stěnách vialky. Pyren je v takovém případě 
buď obsažen ve vzniklém gelu, není tak přenesen do kyvety a neposkytuje fluorescenční 
signál, případné část pyrenu zůstane v roztoku, kde ovšem kvůli fázové separaci nezbyly 
žádné hydrofobní domény a poskytuje tak signál „z vody“. Zdá se tedy, že v systému i přes
fázovou separaci zůstává malé množství hydrofobních agregátů, kde se pyren může 
solubilizovat, čemuž také nasvědčuje to, že hodnoty EmPI jsou při koncentraci 5 mmol∙dm-3
sice zvýšené, ale nedosahují hodnot na počátku měření (kdy byla koncentrace tenzidu 
v roztoku ještě velmi nízká a polarita roztoku naopak vysoká). 
Všechny experimenty byly zopakovány s čistým TTAB, protože právě tento tenzid je 
hlavní složkou Cetrimidu (obsah nejméně 96 %). Zároveň však Cetrimid může obsahovat i 
malé množství CTAB, které by mohlo ovlivňovat chování Cetrimidu v systému 
s hyaluronanem. Oblasti, ve kterých se budou naměřená data odlišovat, by mohly poukazovat 
na vliv CTAB projevující se při interakcích s kyselinou hyaluronovou.
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Obr. 15: Porovnání EmPI systémů obsahujících 1 000 mg·dm-3 HA (137 kDa) a Cetrimid 
(černé body) nebo čisté TTAB (zelené body).
Obr. 16: Porovnání Ex:Mo systémů obsahujících 1 000 mg·dm-3 HA (137 kDa) a Cetrimid 
(černé body) nebo čisté TTAB (zelené body).
Obrázek 15 ukazuje porovnání závislosti emisního polaritního indexu na rostoucí 
koncentraci tenzidu pro Cetrimid a čisté TTAB. Ze srovnání průběhů EmPI se zdá, že 
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v oblasti koncentrací 0,05 až 0,1 mmol∙dm-3 se čisté TTAB chová stejně, jako Cetrimid. 
Z porovnání průběhů Ex:Mo (na Obrázku 16) je ovšem patrné, že první nárůst intenzity 
excimeru je u TTAB posunut směrem k vyšším koncentracím. Tato skutečnost poukazuje na
možný vliv CTAB na způsob agregace Cetrimidu. V systému TTAB-HA došlo po tvorbě 
prvotních agregátů (oproti systému Cetrimid-HA) k posunu agregace až ke koncentraci
0,7 mmol∙dm-3, kdy nastalo prudké snížení polarity systému. V této oblasti jsou data pro 
Cetrimid posunuta vždy směrem k nižším koncentracím. Jinými slovy změny chování 
systému zaznamenané pyrenem nastávají již při nižších koncentracích Cetrimidu, čímž by se 
dal opět prokázat vliv CTAB. Z dostupných informací je známo, že CTAB agreguje ve vodě 
při nižších koncentracích, než TTAB (má přibližně o řád nižší CMC) [16], což je dáno větší 
délkou jeho alkylového řetězce. Micely Cetrimidu jsou pravděpodobně smíšené (tvoří je jak 
molekuly TTAB, tak molekuly CTAB) a přítomnost delších alkylových řetězců CTAB tedy 
nejspíš u Cetrimidu indukuje dřívější vznik hydrofobních domén, než je tomu u čistého 
TTAB. Vlastnosti obou tenzidů se tak kombinují. V oblasti za CAC dochází dle výsledků 
EmPI ke vzniku gelové fáze u obou zkoumaných systémů. V oblastech vysokých koncentrací 
tenzidu vznikají kromě asociátů na hyaluronovém řetězci také volné micely tenzidu, což se 
projeví snížením hodnoty emisního polaritního indexu.
Od koncentrace 2 mmol∙dm-3 je průběh jak EmPI, tak Ex:Mo (Obrázky 15, respektive 16) 
pro oba dva systémy prakticky totožný. Zkoumaný pík Ex:Mo při koncentraci 5 mmol∙dm-3 u 
systému Cetrimid-HA se objevuje i v systému TTAB-HA. Současně v koncentračním rozmezí 
2 až 7 mmol∙dm-3 nastala v obou systémech fázová separace. Z toho je možné vyvodit, že 
v systému tenzid-HA vznikají při takto vysoké koncentraci tenzidu hydrofobní agregáty 
tenzidů, ale zároveň dochází i k vysrážení části systému vlivem vysoké koncentrace tenzidu, 
jehož část interaguje s hyaluronanem, jehož koncentrace v roztoku je rovněž značná.
5.1.2.2 Systém Cetrimid-HA 100 mg·dm-3
Obr. 17: Systém Cetrimid-HA (100 mg·dm-3)
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Na Obrázku 17 je zobrazeno chování Cetrimidu v přítomnosti nízkomolekulárního 
hyaluronanu (137 kDa) o koncentraci 100 mg·dm-3. Oproti měření s HA o koncentraci 
1 000 mg·dm-3 nedošlo k vytvoření prvotních agregátů při koncentracích 0,05 až 
0,1 mmol∙dm-3. Nižší koncentrace hyaluronanu neindukuje tvorbu hydrofobních domén 
zřejmě tak intenzivně, jako tomu je v systému s vysokou koncentrací HA. Tvorba prvních 
agregátů byla zaznamenána až kolem koncentrace 0,2 mmol∙dm-3, v blízkosti této hodnoty se 
tedy bude nacházet kritická agregační koncentrace. V tomto okamžiku je koncentrace tenzidu 
dostatečná k tomu, aby se začaly na COO- skupinách řetězce hyaluronanu vytvářet drobné 
agregáty poutané elektrostatickými silami, které výsledně vytvoří strukturu zvanou „perlový 
náhrdelník“ (viz Obrázek 18). Poté dochází k prudkému nárůstu EmPI a zároveň poklesu 
Ex:Mo, což odpovídá fázové separaci v systému a následně k tvorbě většího počtu volných
micelárních agregátů Cetrimidu charakterizovaných nízkými hodnotami EmPI i Ex:Mo.
Obr. 18: Perlový náhrdelník – micely tenzidu poutané elektrostatickými silami k řetězci 
hyaluronanu
Obrázek 19 ukazuje velmi podobné chování Cetrimidu a čistého TTAB v systému 
s hyaluronanem o koncentraci 100 mg·dm-3. 
Obr. 19: Porovnání chování systémů obsahujících 100 mg·dm-3 HA (137 kDa) a Cetrimid 
(černé body) nebo čisté TTAB (zelené body).
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Mezi naměřenými závislostmi je opět patrný mírný posun CAC k nižším koncentracím 
v případě systému Cetrimid-HA, což je pravděpodobně způsobeno příměsí CTAB. V oblasti 
před koncentrací 0,1 mmol∙dm-3 je u Cetrimidu (oproti TTAB) zvýšená intenzita excimeru, 
což potvrzuje předpoklad, že díky CTAB se začínají agregáty vytvářet dříve. V oblasti 0,15 až 
2 mmol∙dm-3 by se dalo říci, že mají křivky stejný průběh, agregace u Cetrimidu však nastává 
vždy při mírně nižších koncentracích tenzidů, což lze opět připsat vlivu CTAB na systém. 
V oblasti nad 2 mmol∙dm-3 se již křivky přesně kopírují. Znamená to tedy, že se v této oblasti 
Cetrimid chová úplně stejně, jako čisté TTAB. Vzhledem k tomu, že agregace CTAB ve vodě 
je oproti TTAB posunuta asi o jeden řád k nižším hodnotám, je pravděpodobné, že při takto 
vysokých koncentracích se již vliv CTAB neuplatňuje a systém se proto chová jako čisté 
TTAB.  Interpretace závislosti EmPI (graf zde není uveden) se shoduje s uvedenými závěry.
5.1.2.3 Systém Cetrimid-HA 10 mg·dm-3
Naměřená data pro systém s nejnižší použitou koncentrací HA jsou uvedena na 
Obrázku 20. Závislosti EmPI na koncentraci Cetrimidu vykazuje obdobný charakter, jako při 
měření systému s koncentrací HA 100 mg·dm-3. U prvního zlomu, odpovídajícího kritické 
agregační koncentraci, je pokles EmPI méně výrazný, než tomu bylo u systémů s koncentrací 
HA 100 mg·dm-3. Možným vysvětlením je, že při nižší koncentraci HA (menším počtu ve 
vodě rozpuštěných řetězců) se vytvořilo méně hydrofobních domén a pokles polarity je proto 
mírnější. Od průběhu systému se 100 mg·dm-3 HA se liší také tvorba excimeru, jehož
koncentrace v oblasti od 0,1 mmol∙dm-3 narůstá, až při koncentraci 0,7 mmol∙dm-3 dosáhne 
svého lokálního maxima. To poukazuje spíše na změnu charakteru agregátů. Poměr T/P 
(tenzid/polymer) při koncentraci 0,15 mmol∙dm-3 odpovídá hodnotě 6, což znamená, že je 
v systému přítomen šestinásobný přebytek molekul tenzidu, než je vazných míst na 
hyaluronanu. Dle EmPI došlo při koncentraci 2 mmol∙dm-3 k fázové separaci a zároveň při 
koncentraci 3 mmol∙dm-3 došlo k prudkému nárůstu intenzity excimeru, což by mohlo 
vypovídat o počátku vzniku volných micel Cetrimidu v roztoku.
Obr. 20: Systém Cetrimid-HA (10 mg·dm-3)
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Z porovnání s výsledky měření systému TTAB-HA (data zde nejsou zobrazena) vyplývají 
stejné závěry, jako pro předchozí dvě měření, totiž že vlivem CTAB se jevy pozorované 
v systému Cetrimid-HA posunují směrem k nižším koncentracím tenzidu.
5.1.2.4 Porovnání CAC systémů tenzid-HA
Kritická agregační koncentrace byla stanovena analýzou dat pomocí Boltzmannovy 
sigmoidní křivky. Ke stanovení byly vždy využity závislosti EmPI a ExPI na koncentraci 
tenzidu, z nichž byl na závěr vypočítán průměr a určena směrodatná odchylka. Příklad 
proložení dat (pro systém Cetrimid + 10 mg·dm-3 HA) je na Obrázku 21, výsledky jsou 
shrnuty v Tabulce 2 na konci kapitoly.
Obr. 21: Příklad stanovení kritické agregační koncentrace
Obrázek 22 znázorňuje porovnání chování jednotlivých systémů Cetrimid-HA. Body byly 
v grafu spojeny čarou z důvodu lepší přehlednosti, nejedná se tedy o proložení matematickou 
funkcí. Z průběhu závislostí je patrné, že polarita systému v oblasti kolem kritické agregační 
koncentrace klesá s rostoucí koncentrací hyaluronanu, což je pravděpodobně následek většího 
počtu vytvořených agregátů. U systémů s nižší koncentrací hyaluronanu (10 a 100 mg∙dm-3)
se projevila tvorba hyaluronanem indukovaných vázaných agregátů při koncentraci tenzidu 
přibližně 0,2 mmol∙dm-3, zatímco u systému s vyšší koncentrací HA byl počátek tvorby 
agregátů zaznamenán při koncentracích o téměř jeden řád nižších. Vytvořené agregáty ovšem 
pravděpodobně neměly příliš výrazný hydrofobní charakter, jak vyplývá z pouze mírného 
poklesu EmPI v oblasti nízkých koncentrací tenzidu, mohly být malé, nebo se jich mohl 
vytvořit jen malý počet.
Také oblast fázové separace je u systému s 1 000 mg∙dm-3 HA oproti zbývajícím dvěma 
systémům posunuta. Tentokrát však k vyšším koncentracím tenzidu. Dle průběhu EmPI 
začalo k fázové separaci u systému s 10 mg∙dm-3 HA docházet při koncentraci 0,9 mmol∙dm-3
(poměr T/P = 36), u systému se 100 mg∙dm-3 HA při koncentraci 2 mmol∙dm-3 (poměr 
T/P = 8) a u systému s 1 000 mg∙dm-3 HA při koncentraci 3 mmol∙dm-3 (poměr T/P = 1,2). 
Z toho vyplývá, že při nižších koncentracích hyaluronanu je třeba na řetězec působit větším 
množstvím tenzidu (vztaženo na koncentraci HA), aby došlo k fázové separaci, než je nutné u 
koncentrací vyšších. Diskutovaný posun koncentrace, při níž proběhne fázová separace u 
systému Cetrimid-HA (1 000 mg∙dm-3) tedy mohl být způsoben tím, že při nižších 
koncentracích Cetrimidu ještě nebylo dosaženo kompenzace záporných nábojů kritického 
množství COO- skupin zajišťujících rozpustnost hyaluronanu ve vodě (poměr T/P byl menší 
než 1).
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Obr. 22: Porovnání chování jednotlivých systémů Cetrimid-HA z hlediska EmPI. Číselné 
označení v legendě odkazuje na koncentraci HA v mg·dm-3.
Obr. 23: Porovnání chování jednotlivých systémů Cetrimid-HA z hlediska Ex:Mo. Číselné 
označení v legendě odkazuje na koncentraci HA v mg·dm-3.
Poměr Ex:Mo (na Obrázku 23) v oblasti okolo CAC se zvyšuje v řadě 10 > 100 > 
1 000 mg∙dm-3. Tato skutečnost by rovněž mohla poukazovat na to, že v systému při nižší 
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koncentraci hyaluronanu vzniká méně agregátů. Pyren se tak snaží solubilizovat v menším 
počtu agregátů, na jednu doménu ho připadá méně a je větší pravděpodobnosti vzniku 
excimeru.
Tab. 2: Porovnání CAC systémů tenzid-HA
Systém CAC [mmol∙dm-3]
1 000 mg∙dm-3 HA 
Cetrimid
CAC 1 0,071 ± 0,002
CAC 2 0,427 ± 0,054
TTAB
CAC 1 0,068 ± 0,002
CAC 2 0,631 ± 0,043
100 mg∙dm-3 HA
Cetrimid 0,229 ± 0,005
TTAB 0,267 ± 0,010
10 mg∙dm-3 HA
Cetrimid 0,161 ± 0,005
TTAB 0,221 ± 0,002
Hodnoty CAC získané analýzou dat pomocí Boltzmannova modelu jsou téměř vždy nižší 
pro systém Cetrimid-HA než pro systém TTAB-HA. To jen potvrzuje domněnku, že Cetrimid 
se chová mírně odlišně od čistého TTAB, přestože obsah TTAB v Cetrimidu by měl být dle 
výrobce alespoň 96 %. Jedinou výjimkou jsou hodnoty CAC 1, u kterých byla zjištěna 
prakticky stejná hodnota pro oba zkoumané systémy.
5.1.3 Agregační chování Cetrimid-HA v prostředí 0,15 M NaCl
Tytéž experimenty byly provedeny i v prostředí modelového fyziologického roztoku. Na
rozdíl od výsledků ve vodě však nebyl zjištěn tak výrazný vliv na agregační chování 
Cetrimidu.
Na Obrázku 24 jsou ukázány výsledky studia chování systému Cetrimid-HA. Jak je vidět, 
naměřené závislosti vykazují všechny sigmoidní charakter (bez zlomu charakterizujícího 
CAC), takže se zdá, že přídavek HA nemá na systém vliv, například v podobě tvorby 
vázaných agregátů. Hodnoty CMC zjištěné pro systémy s různou koncentrací HA se od CMC 
Cetrimidu bez přítomnosti HA řádově neliší (viz Tabulka 3), jako tomu bylo při měření ve 
vodě. Kvůli přítomnosti elektrolytu (vlivem zvýšené iontové síly) byly potlačeny interakce 
iontového charakteru mezi Cetrimidem a hyaluronanem objevující se ve vodném prostředí 
v oblasti před CMC. Tento fakt potvrdil také průběh závislosti poměru Ex:Mo na koncentraci
Cetrimidu, který při všech měřeních prováděných v 0,15 M NaCl vykazoval pouze jedno 
maximum odpovídající tvorbě micelárních agregátů (viz Obrázek 25).
CMC Cetrimidu (vyhodnocená z poměrů EmPI) se v přítomnosti HA snižovala s rostoucí 
koncentrací hyaluronanu v systému. Určitý vliv tedy hyaluronan na systém má, není však 
zdaleka tak výrazný, jako ve vodném prostředí. Není také vyloučen dodatečný vliv pyrenu.
Tab. 3: Srovnání CMC Cetrimidu v systémech o různé koncentraci HA
Koncentrace HA v systému 
[mg∙dm-3]
CMC 
[mmol∙dm-3]
bez HA 0,506 ± 0,009
10 0,686 ± 0,009
100 0,613 ± 0,047
1 000 0,482 ± 0,055
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Cetrimid bez HA Cetrimid + 10 mg·dm-3 HA
Cetrimid + 100 mg·dm-3 HA Cetrimid + 1 000 mg·dm-3 HA
Obr. 24: Studium interakcí Cetrimidu a HA v 0,15 M NaCl
Obr. 25: Srovnání průběhu intenzity excimeru pro systémy Cetrimid-HA v 0,15 M NaCl. 
Číselné označení v legendě odkazuje na koncentraci HA v mg·dm-3.
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Pro porovnání bylo také naměřeno jedno excitační spektrum, a to při měření Cetrimidu 
s 10 mg·dm-3 HA. Výsledná závislost vykazovala tvar jednoduché sigmoidní křivky, nic tedy 
nenasvědčovalo tomu, že by v systému probíhaly kromě agregace při CMC ještě další 
interakce. Výsledky ExPI tak potvrdily výsledky získané pomocí EmPI.
5.2 Turbidimetrie
Dle Rovnice 7 byla nejprve spočítána koncentrace záporného náboje roztoku HA 
o používaných koncentracích (tj. 50, 100, 500 a 1 000 mg·dm-3). Ke kompenzaci všech 
záporných nábojů je tedy potřeba roztok Cetrimidu o takové koncentraci opačných (tj. 
kladných) nábojů, jaká je koncentrace záporného náboje v roztoku HA. Vzhledem k tomu, že 
jeden mol Cetrimidu obsahuje jeden mol náboje, odpovídá koncentrace Cetrimidu přímo 
koncentraci kladného náboje. Tabulka 4 shrnuje koncentraci záporného náboje v roztoku HA 
[mg·dm-3] a potažmo také potřebnou koncentrace Cetrimidu, která tento náboj vykompenzuje.
Při všech měřeních došlo ve zkoumaných roztocích k vytvoření zákalu. Obecně však nebyl 
potvrzen předpoklad, že u méně koncentrovaných vzorků hyaluronanu dojde k vytvoření 
zákalu již při nižších přídavcích Cetrimidu (jak bude podrobně popsáno dále).
Tab. 4: Koncentrace Cetrimidu potřebná k vyrovnání záporného náboje HA
c(HA) [mg∙dm-3] c(Cetrimid) [mM]
50 0,13
100 0,25
500 1,25
1 000 2,50
Při turbidimetrických měřeních byla hledána koncentrace Cetrimidu, která způsobí 
v roztoku hyaluronanu zákal, který indikuje, že hyaluronan a Cetrimid interagují za vzniku 
agregátů, na kterých dochází k rozptylu světla. Z důvodu různorodosti naměřených dat byly 
pro vyhodnocení použity 3 postupy.
Na Obrázku 26 je zobrazen příklad interpretace dat pomocí Metody 1. Tento způsob 
vyhodnocení bylo možné použít v případě, že závislost absorbance na koncentraci Cetrimidu 
byla nejprve konstantní, poté došlo k prudkému zlomu a následně rostla absorbance lineárně 
se zvyšující se koncentrací. Konstantní a rostoucí část závislosti byly proloženy přímkami a 
byla vypočítána x-ová hodnota průsečíku těchto přímek. Získaná hodnota odpovídá 
koncentraci, při níž dochází k zaznamenatelné změně uspořádání v systému.
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Obr. 26: Příklad vyhodnocení turbidimetrických měření Metodou 1 – 137 kDa HA 
(1 000 mg·dm-3) v 0,15 M NaCl
U některých měření ovšem nedošlo k vytvoření ostrého zlomu, ale spíše k pozvolnému 
zvyšování absorbance. Metoda určení hledané koncentrace z průsečíku dvou přímek by zde 
byla dosti sporná, protože určený průsečík leží vždy v oblasti vyšších koncentrací (naznačeno 
červenou linkou), než při jakých dochází ke zvyšování absorbance, jak je patrné 
z Obrázku 27.
Data vykazující podobnou závislost, jako je na Obrázku 27, byla vyhodnocena Metodou 2. 
Počáteční (konstantní) část dat byla proložena přímkou, kolem níž byl v programu Origin 
vypočítán a vyznačen interval spolehlivosti (pro 99% pravděpodobnost). První bod 
odchylující se od přímky a zároveň nespadající svou chybovou úsečkou do intervalu 
spolehlivosti (označen šipkou a modrou linkou) byl označen za hledanou koncentraci. 
Červená linka znázorňuje, jak odlišné výsledky by byly obdrženy v případě použití Metody 1 
pro interpretaci těchto dat.
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Obr. 27: Příklad vyhodnocení turbidimetrických měření Metodou 2 – 137 kDa HA 
(500 mg·dm-3) ve vodě
Jednou z uvedených dvou metod byla vyhodnocena většina naměřených dat. Mezi výsledky 
měření se ovšem vyskytly i takové závislosti, které nebylo možné vyhodnotit pomocí ani 
jedné z nich. Jako příklad může posloužit závislost zobrazená na Obrázku 28.
Obr. 28: Příklad vyhodnocení turbidimetrických měření Metodou 3 – 137 kDa HA 
(1 000 mg·dm-3) ve vodě
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Jelikož je závislost relativně pozvolná, nebylo z důvodu velkého posunutí průsečíku 
(naznačeno červenými přímkami) možné vyhodnotit data podle Metody 1. Jak je vidět, 
přímka proložená počátečním konstantním úsekem protíná chybové úsečky značného počtu 
bodů, které už se ovšem od konstantní části odchylují. Ani Metoda 2 tedy nemohla být 
použita. Namísto toho byly zohledněny velikosti chybových úseček jednotlivých bodů 
závislosti. Počáteční roztok při turbidimetrických měřeních (roztok kyseliny hyaluronové 
různých koncentrací ve vodě nebo 0,15 M NaCl) byl homogenní. Postupným přidáváním 
Cetrimidu byla ovšem homogenita systému narušována a roztok se stával heterogenním. 
Pouhým okem bylo tento jev možno pozorovat např. vznikem bílých nitek či drobných teček 
ihned po přidání tenzidu do systému, případně později vznikem zákalu. Vzhledem 
k samotnému principu turbidimetrických měření (zaznamenávání světla, které nebylo 
rozptýleno roztokem) se zvyšující se heterogenita systému projeví i na opakovatelnosti 
měření. Při každém měření absorbance přístroj provede tři rychle po sobě jdoucí měření, 
z nichž potom software vyhodnotí průměr a směrodatnou odchylku. S rostoucí heterogenitou 
systému roste pravděpodobnost, že při měření paprsek světla narazí na částici (nebo naopak 
projde více čirým prostředím), což způsobí, že jednotlivé naměřené hodnoty se od sebe více 
liší a zvyšuje se tím pádem také směrodatná odchylka vyhodnocená přístrojem. Náhlé výrazné 
zvýšení směrodatné odchylky tedy přeneseně vypovídá o změnách odehrávajících se uvnitř 
systému (na Obrázku 28 naznačeno šipkou).
Obr. 29: Příklad průběhu turbidimetrického měření – 1,7 MDa HA (50 mg·dm-3) 
v 0,15 M NaCl
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Obr. 30: Příklad průběhu turbidimetrického měření – 137 kDa HA (100 mg·dm-3) 
v 0,15 M NaCl
Kromě případů, kdy se absorbance roztoku s přídavky Cetrimidu pouze zvyšovala, byly 
zaznamenány i případy, kdy po dosažení určitého bodu došlo k poklesu absorbance. Příklady 
jsou uvedeny na Obrázcích 29 a 30. Oblasti A a B znázorňují na obou obrázcích stejný průběh 
měření – absorbance roztoku byla zpočátku (oblast A) blízká absorbanci blanku (vody nebo 
0,15 M NaCl) a poté, v oblasti B, začala naměřená hodnota absorbance stoupat, což 
odpovídalo vzniku a zvětšování zákalu ve zkoumaném systému. Následně ovšem začala 
naměřená hodnota absorbance klesat, přičemž byly pozorovány dva odlišné případy. První 
z nich je uveden na Obrázku 29. Jak je vidět v oblasti C, distribuce bodů je v podstatě 
náhodná a navíc došlo k výraznému zvětšení chybových úseček. To je následkem vzniku 
sraženin v roztoku, které ovšem ještě nejsou dostatečně těžké, aby v daném čase (určeném 
postupem při experimentu) sedimentovaly na dno. Vyskytují se tedy náhodně v celém objemu 
roztoku a ovlivňují opakovatelnost měření.
Průběh v oblasti C na Obrázku 30 je ovšem odlišný. U klesajících bodů je možné pozorovat 
jistý trend a zároveň i chybové úsečky zůstaly přibližně stejně velké, jako u předchozích 
bodů. To poukazuje na fakt, že s vyššími přídavky Cetrimidu se začal zákal v roztoku čeřit.
Podobný průběh byl zaznamenán i pro jiné systémy tenzid-polyelektrolyt [39], kdy při měření 
v přítomnosti NaCl docházelo při vyšších koncentracích tenzidu k nasycení řetězce polymeru 
tenzidem a poté už jen ke vzniku volných micel a naředění systému. Vlivem vysokých 
elektrostatických intermicelárních repulzí tedy v této oblasti mohlo dojít k částečnému 
rozpuštění vzniklých velkých komplexů na menší.
-0,1
0,0
0,1
0,2
0,3
0,4
0,5
0,6
0,01 0,1 1 10
A
 [-
]
koncentrace Cetrimidu [mmol∙dm-3]
A B C
45
Tab. 5: Koncentrace Cetrimidu, při níž došlo v měřeném roztoku ke zvýšení absorbance
Molekulová 
hmotnost HA 
[kDa]
Koncentrace HA 
[mg∙dm-3]
prostředí
koncentrace 
Cetrimidu [mM]
poměr T/P 
[-]
1700 50
voda
0,02 0,16
1700 100 0,51 2,04
1700 500 0,30 0,24
1700 1000 0,67 0,27
1700 50
0,15 M NaCl
0,66 5,28
1700 100 0,78 3,12
1700 500 0,80 0,64
1700 1000 1,05 0,42
137 50
voda
0,48 3,84
137 100 0,10 0,40
137 500 0,52 0,42
137 1000 0,26 0,10
137 50
0,15 M NaCl
0,72 5,76
137 100 0,74 2,96
137 500 0,98 0,78
137 1000 1,22 0,48
Obr. 31: Souhrnné výsledky turbidimetrických měření. Plné tvary odpovídají 
vysokomolekulárnímu hyaluronanu, obrysy nízkomolekulárnímu hyaluronanu. Modrou 
barvou je znázorněno měření ve vodě, červenou barvou měření v 0,15 M NaCl.
Obrázek 31 shrnuje veškeré výsledky získané turbidimetrickými měřeními. Zejména trend 
poměrů T/P pro systémy s měnící se koncentrací HA v prostředí 0,15 M NaCl se dobře 
shoduje s výsledky obdrženými pomocí fluorimetrických měření. V obou případech s rostoucí 
koncentrací hyaluronanu klesá. Vzhledem k tomu, že se turbidimetricky zjištěné koncentrace 
0,0
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4,0
5,0
6,0
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T
/P
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vzniku zákalu pohybují okolo zjištěné CMC Cetrimidu, zdá se, že zákal v systému vzniká 
spolu s tvorbou micel Cetrimidu, případně při koncentracích mírně nad CMC. 
Výsledky ve vodě nejsou až tak jednoznačné, rozložení poměrů T/P při kritické agregační 
koncentraci pro různé koncentrace HA nemá na první pohled jasná pravidla, což platí i pro 
porovnání systémů s vysoko- a nízkomolekulárním hyaluronanem ve vodě, kdy se výsledky 
značně liší zejména pro systémy s 50 a 100 mg∙dm-3 hyaluronanu. Data získaná metodou 
fluorescenční spektroskopie přitom naznačují, že i u systémů ve vodě by měl poměr T/P 
s rostoucí koncentrací HA postupně klesat. Srovnání výsledků pro systémy s HA o 
molekulové hmotnosti 137 kDa (s vyšší molekulovou hmotností nebyly fluorimetrické 
experimenty provedeny) je uvedeno v Tabulce 6. Rozdíly ve výsledcích dvou metod 
(především v trendu T/P) by mohly být způsobeny metodou přípravy roztoků, kdy pro 
fluorescenci byl každý vzorek připravován zvlášť (smícháním složek v poměrech tak, aby 
vznikly vzorky o určité koncentraci tenzidu), kdežto při turbidimetrických měřeních 
docházelo k postupnému navyšování koncentrace tenzidu v rámci jednoho roztoku (titračně).
Během měření se ukázalo, že zejména systémy připravené ve vodě jsou značně dynamické a 
jejich chování a agregaci může ovlivňovat množství faktorů (a ne jen koncentrace 
hyaluronanu a tenzidu). Otázkou je také to, jak systém ovlivnila samotná fluorescenční sonda, 
která byla přítomná při fluorimetrii, nikoliv však při turbidimetrii.
Tab. 6: Porovnání výsledků získaných pomocí fluorescenční spektroskopie a turbidimetrie 
pro systémy Cetrimidu s HA o molekulové hmotnosti 137 kDa.
prostředí
Koncentrace 
HA [mg∙dm-3]
Fluorescence
T/P [-]
Turbidimetrie
T/P [-]
Fluorescence 
CAC 
[mmol∙dm-3]
Turbidimetrie
CAC
[mmol∙dm-3]
voda
10 6,44 - 0,16 -
50 - 3,84 0,48
100 0,92 0,40 0,23 0,10
500 - 0,42 0,52
1 000
0,03 (CAC 1) 
0,17 (CAC 2)
0,10
0,07 (CAC 1) 
0,43 (CAC 2)
0,26
prostředí
Koncentrace 
HA [mg∙dm-3]
Fluorescence
T/P [-]
Turbidimetrie
T/P [-]
Fluorescence 
CMC 
[mmol∙dm-3]
Turbidimetrie
CMC
[mmol∙dm-3]
0,15 M 
NaCl
10 27,44 - 0,69 -
50 - 5,76 - 0,72
100 2,45 2,96 0,61 0,74
500 - 0,78 - 0,98
1 000 0,19 0,48 0,48 1,22
Pokud se na výsledky (shrnuté v Tabulce 5) podíváme z hlediska koncentrace tenzidu 
potřebné k vytvoření agregátů (CAC ve vodě), respektive ke vniku micel Cetrimidu (CMC 
v NaCl) v systému Cetrimid-HA, zjistíme, že se mění pouze v rozmezí desetin mmol∙dm-3
(pro systémy v jednom prostředí s jednou molekulovou hmotností HA). Takto malé rozdíly
zdaleka neodpovídají rozdílům v koncentraci hyaluronanu v systémech. Toto je patrné také na 
velkých rozdílech poměrů T/P pro systémy různých koncentrací. Zdá se tedy, že koncentrace
hyaluronanu ovlivňuje agregaci (respektive micelizaci) tenzidu jen mírně.
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Výsledné trendy v hodnotách CMC v 0,15 M NaCl zjištěné pomocí dvou různých metod 
jsou ale poněkud v rozporu, kdy pomocí fluorimetrie byla zjištěna klesající tendence 
micelární koncentrace s rostoucí koncentrací HA v systému, kdežto výsledky turbidimetrie 
mají opačný trend (nárůst koncentrace Cetrimidu potřebné k vytvoření zákalu s rostoucí 
koncentrací HA). Důvodem pravděpodobně byla rozdílná metodika, kdy fluorimetrická 
měření detekují vznik prvních hydrofobních domén a turbidimetrie zaznamená vznik částic o 
určité velikosti, které jsou důsledkem agregace.
Co se týče vlivu samotného hyaluronanu na agregaci kationaktivních tenzidů, je u výsledků 
ve vodě patrný posun micelární koncentrace zhruba o jeden řád oproti CMC samotného 
Cetrimidu a to jak u fluorescenčních měření, tak u turbidimetrie. U systémů v 0,15 M NaCl 
dochází k potlačení hyaluronanem indukované agregace (viz Obrázek 24), avšak při 
turbidimetrických měřeních se i přesto v koncentracích odpovídajících CMC Cetrimidu 
v 0,15 M NaCl objevuje zákal. Pravděpodobně dochází k vázání již vzniklých volných micel 
Cetrimidu na řetězec HA, které již není schopná zvýšená iontová síla potlačit.
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6 ZÁVĚR
Bakalářská práce byla věnována studiu interakcí v systému Cetrimid-hyaluronan v prostředí 
vody a 0,15 M NaCl, k čemuž byly vybrány dvě metody – fluorescenční spektroskopie a 
turbidimetrie. Vzhledem k tomu, že Cetrimid tvoří alespoň z 96 % TTAB a zbytek může být
příměs CTAB, byly experimenty studující agregaci Cetrimidu s HA ve vodě zopakovány i pro 
čisté TTAB s HA a výsledky byly vzájemně porovnány.
Nejprve byla stanovena kritická micelární koncentrace samotného Cetrimidu ve vodě a 
v 0,15 M NaCl. V prostředí soli docházelo k micelizaci při zhruba o jeden řád nižší 
koncentraci než ve vodě. Výsledky byly porovnány s CMC čistého TTAB, kdy hodnota ve 
vodě byla u TTAB mírně vyšší a hodnoty v 0,15 M NaCl se v rámci chyby shodovaly.
Dále bylo prostřednictvím fluorescenčních měření porovnáváno chování systémů 
Cetrimid-HA a TTAB-HA, z čehož vyplynulo, že i přes vysoký obsah TTAB v Cetrimidu se 
tyto systémy nechovají zcela stejně. V případě systémů s Cetrimidem docházelo k tvorbě 
prvních agregátů již při nižších koncentracích tenzidu, což by mohlo být vysvětleno příměsí 
CTAB, které má samo o sobě nižší CMC, než TTAB, a iniciuje proto agregaci Cetrimidu s 
hyaluronanem již při nižší koncentraci Cetrimidu.
Poměr T/P při agregaci v systémech Cetrimid-HA byl vždy větší pro analogické systémy 
připravené v modelovém fyziologickém roztoku, než pro systémy připravené ve vodě. Tyto 
výsledky byly získány při fluorescenčních měřeních a potvrzeny také pomocí turbidimetrie.
V systémech připravených ve vodě docházelo k indukované agregaci Cetrimidu s HA 
výrazně před dosažením CMC samotného Cetrimidu, zatímco v roztoku 0,15 M NaCl tento 
vznik indukovaných agregátů pozorován nebyl. Agregace tenzidu je tedy v prostředí soli
hyaluronanem ovlivněna jen málo (rozdíly v CMC různých systémů, s přídavkem HA i bez 
HA, byly v rozmezí 0,2 mM). Interakce mezi Cetrimidem (respektive kationaktivními tenzidy 
obecně) a hyaluronanem jsou elektrostatické povahy a v přítomnosti NaCl byl tudíž vznik 
vázaných agregátů díky vyšší iontové síle roztoku odstíněn.
S rostoucí koncentrací HA v systému ve vodě docházelo k poklesu poměru T/P, což 
znamená, že při vyšších koncentracích HA připadá při agregaci na jeden řetězec menší 
množství molekul tenzidu. Toto bylo pozorováno zejména při fluorimetrických měřeních.
V prostředí NaCl ke vzniku vázaných agregátů nedocházelo, byl pozorován až vznik micel 
Cetrimidu, při kterém poměr T/P s rostoucí koncentrací hyaluronanu rovněž klesal.
Z jiného úhlu pohledu by se dalo tvrdit, že koncentrace HA v systému neovlivňuje příliš 
množství tenzidu potřebné k agregaci v systému. Stanovené koncentrace Cetrimidu, při nichž
k agregaci docházelo, se od sebe v systémech s určitou molekulovou hmotností HA a v daném 
prostředí lišily v řádu desetin mmol∙dm-3. Jedinou výjimkou byly výsledky fluorescenčního
měření systému Cetrimid-HA (1 000 mg∙dm-3), kdy již při koncentraci kolem 0,07 mM (tedy 
téměř o řád nižší koncentraci než u srovnatelných systémů s nižším obsahem HA) byl 
pozorován vznik prvotních agregátů.
Z hlediska využití systémů Cetrimid-HA coby nosičových systémů poskytla tato bakalářská 
práce základní informace o chování systému Cetrimid-HA ve dvou různých prostředích. 
Důležitý je především fakt, že ve vodném prostředí se v systémech se všemi zkoumanými 
koncentracemi HA tvořily hyaluronanem indukované vázané micely, a to při koncentracích 
zhruba o řád nižších, než je CMC Cetrimidu ve vodě. V prostředí 0,15 M NaCl nebylo 
podobné chování před dosažením CMC Cetrimidu (v 0,15 M NaCl) pozorováno. Průběh a 
výsledky turbidimetrických měření (především fakt, že v roztocích vznikal zákal) však svědčí 
o tom, že i v prostředí vyšší iontové síly je Cetrimid při dostatečně vysoké koncentraci (kolem 
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CMC) schopen s hyaluronanem určitým způsobem interagovat. Na tyto poznatky by bylo 
nezbytné navázat v další práci s cílem lépe charakterizovat vzniklé agregáty (např. pomocí 
měření zeta potenciálu nebo dynamického rozptylu světla) a prostudovat podrobněji jejich 
stabilitu (zaměřit se na vliv přípravy systémů, stabilitu v čase či při fyziologické teplotě).
Velmi důležité bude také zjistit, jaký vliv má hydrofobní sonda na agregaci a zda se tento vliv 
mění s typem hydrofobní látky, což by mohlo mít zásadní vliv na možnost využití komplexů 
tenzid-HA jako nosičů pro cílenou distribuci léčiv.
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8 SEZNAM SYMBOLŮ A ZKRATEK
HA kyselina hyaluronová
PAL povrchově aktivní látka
CMC kritická micelární koncentrace
TTAB tetradecyltrimethylamonium bromid
CTAB cetyltrimethylamonium bromid
UV ultrafialové záření
VIS viditelné záření
NIR blízké infračervené záření
IČ infračervené záření
EmPI emisní polaritní index
Ex:Mo poměr intenzity fluorescence excimeru k intenzitě fluorescence
monomeru
DPTAP 1,2-dipalmitoyl-3-trimetylammonium-propan
CAC kritická agregační koncentrace
AO akridinová oranž
TCP tetradecylfosfocholin
SDS dodecylsíran sodný
SbQ styrylpyridinium
PTX Paclitaxel
PArg polyarginin
LMWHA nízkomolekulární hyaluronan
HMWHA vysokomolekulární hyaluronan
MR magnetická rezonance
ExPI excitační polaritní index
Ex excimer
Mo monomer
T/P poměr tenzid/polymer
